


| 
| 











HOPPE-SEYLER’S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, SVANTE ARRHENIUS-Stockholm, G. v. 
BUNGE- Basel, O. COHNHEIM-Hamburg, P. EHRLICH-Frank- 
furt a. M., A. ELLINGER-Frankfurt a. M., H. EULER-Stockholm, EMIL 
FISCHER-Berlin, H. FISCHER-Minchen, R. GOTTLIEB-Heidelberg, 
W. v. GULEWITSCH-Moskau, 0. HAMMARSTEN-Upsala, S. G. 
HEDIN-Upsala, V. HENRIQUES-Kopenhagen, G. HOPPE-SEYLER- 
Kiel, L. KREHL-Heidelberg, Wm. KUSTER-Stuttgart, E. LUDWIG- 
Wien, CARL TH. MORNER-Upsala, K. A. H. MORNER-Stockholm, 
F. vy. MULLER-Minchen, I. P. PAWLOW-St. Petersburg, C. A. PEKEL- 
HARING-Utrecht, F. PREGL-Graz, E.SALKOWSKI-Berlin, M. SIEG- 
FRIED- Leipzig, S. P. L. SORENSEN-Kopenhagen, H. STEUDEL- 
Berlin, H. THIERFELDER-Tibingen, R. WILLSTATTER- Berlin- 
Dahlem, A. WINDAUS-Innsbruck, E. WINTERSTEIN-Ziirich, R. v. 
ZEYNEK - Prag 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg. 


VIERUNDNEUNZIGSTER BAND. 


Mit einer Kurvenzeichnung und einer Zeichnung im Text. 





STRASSBURG 
VERLAG VON KARL J. TRUBNER 
1915. 

















Alle Rechte, insbesondere das der Ubersetzung, 
vorbehalten. 








M. DuMont Schauberg, StraSburg. 

















Inhalt des vierundneunzigsten Bandes, 


HEFT I. 
(Ausgegeben am 15. Mai 1915.) 


Thierfelder, H., und C. P. Sherwin. Phenylacetylglutamin und 
seine Bildung im menschlichen Kérper nach Eingabe von 
Peers 2 6 Hwee 

Panzer, Theodor. Einwirkung von Chlorwasserstoffgas auf mew 
ee A ee ee ee ee ee ee 

Lichtwitz, L. Uber Fermentwirkung. II. Mitteilung. Mit einer 
Dea, aK OE 8 ee Oe 

Oppenheimer, Max. Deichianne Ly wie ip ie 4 ee eS 


HEFT II und III. 
(Ausgegeben am 12. Juni 1915.) 


Jolles, Adolf. {ber eine neue Methode zur quantitativen Be- 
stimmung des Indikanms im Harme............ 

Hammarsten, Olof. Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
II. Mitteilung. Ein neues Verfahren zur Aufhebung der Pa- 
rallelitat zwischen Chymosin- und Pepsinwirkung 

Federer, Max. Uber die Oxydation schwefelhaltiger Substanzen 
mit Kaliumchlorat und Salzsiure. ..........-. 

Baudisch, Oskar. Uber eine neue Indolreaktion ....... 

Kiister, William. Beitrige zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
VIII. Mitteilung. Uber das Bilirubin. Nach Versuchen von 
H. Bauer, K. Reihling und A. Schwaderer. 7 . 

— — Beitrage zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. IX. Mitteilung. 
Uber die Bildung von Gallensteinen. Nach Versuchen von 


ek 6 ae ee ee ee Ke ee pw 
Kiister, William, und Hugo Bauer. Uber das Hamatoporphyrin. 
eee ee ee ee ee ee a ee 


Waser, Ernst. Uber die Verinderungen der Blut- und Hirn- 
Zusammensetzung bei chronischem Gebrauch von Schlaf- 
mitteln. Mit einer Zeichnung im Text ......... 

Geselschap, L. J. Uber Pepsinbestimmung. ......... 


«3d WIA a 
bot IY ie ‘fad 


Seite 


Seite 


136 








HEFT LV. 


. (Ausgegeben am 19. Juni 1915.) 


Hirsch, Ernst. Beitrag zur Salz- und Diuretinhyperglykamie 

Kossel, A., und S. Edlbacher. Beitrage zur chemischen Kennt- 
mie der BenimeGeh 6 nc tte eh! we 

Pauly, Herm. Zur Kenntnis der Dinaaneatiiien des Eiweifes 


HEFT V und VI. 


(Ausgegeben am 29. Juli 1915). 


Hammarsten, Olof, Studien tiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
lll. Mitteilung. Uber die verschiedene Empfindlichkeit des 
Pepsins und des Chymosins gegen Alkali. ....... 

Morgen, A. (Referent), und C. Beger. Uber den schiadlichen, auf 
eine Saurevergiftung zuriickzufiihrenden Einfluf einer aus- 


schliehlichen Haferfiitterung ......-+...254.08. 
Kylin, Harald. Untersuchungen iiber die Biochemie der Meeres- 
a ee eg oe eee ee 


Pauly, Herm. Zur Erkenntnis des Histidins durch Farbenreaktionen 





Seite 


291 


337 
426 


Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Baudisch, Oskar, 132. Kiister, William, und Hugo Bauer, 
Bauer, Hugo, s. Kiister. 172. 

Beger C., s. Morgen. Kylin, Harald, 337. 

Edlbacher, S., s. Kossel. Lichtwitz, L., 73. 

Federer, Max, 128. Morgen, A., und C. Beger, 324. 
Geselschap, L. J., 205. Oppenheimer, Max, 78. 
Hammarsten, Olof, 104, 291. Panzer, Theodor, 10. 

Hirsch, Ernst, 227. ; Pauly, Herm., 284, 426. 

Jolles Adolf, 79. Sherwin, C. P., s. Thierfelder. 
Kossel A., und S. Edlbacher 264. Thierfelder, H., u.C. P. Sherwin, 1. 
Kiister, William, 136, 163. Waser, Ernst, 191. 























Phenylacetylglutamin und seine Bildung im menschlichen Korper 
nach Eingabe von Phenylessigsaure. 
Von 


H. Thierfelder und C. P. Sherwin. 


(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tubingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1915. 


Vor kurzem teilten wir!) mit, dai nach Eingabe von 
Phenylessigséure im Harn des Menschen nicht Phenacetursiiure 
(wie bei Hunden und Kaninchen) oder Phenylacetornithursdure 
(wie bei Végeln), sondern Phenylacetylglutamin erscheint und 
teils als Harnstoffverbindung teils als solches isoliert werden 
kann. Es gelang das Phenylacetylglutamin in die Phenylacetyl- 
glutaminsaure iiberzufiihren und die Spaltungsprodukte dieser 
zu identifizieren. Wir haben uns inzwischen weiter mit diesen 
Substanzen beschiaftigt mit folgenden Ergebnissen. 

Die spezifische Drehung des Phenylacetylglutamin in 2 bis 
4°/oiger wisseriger LOsung ist etwas hoher (/a]p = — 18°), als 
wir angegeben. In salzsaurer L6sung nimmt die Drehung etwas 
zu. Die spezifische Drehung der Harnstoffverbindung in 3 bis 
4°/oiger wasseriger LOsung ist — 14°. Die Phenylacetylgluta- 
minséure wurde auch krystallisiert erhalten, ihre spezifische 
Drehung betriagt in 3-—10°/oiger wiasseriger Lisung — 19°. Die 
synthetische Phenylacetylglutaminséure (aus d-Glutamin- 
sdure) stimmt mit der natiirlichen iiberein, auch in der spezi- 
fischen Drehung, und auch fiir das synthetische Phenylacetyl- 
glutamin (aus d-Glutamin) fanden wir véllige Ubereinstimmung 
mit dem natiirlichen. Von den Salzen krystallisiert das phenyl- 
acetylglutaminsaure Brucin gut, ebenso das Phenylacetylgluta- 
minbaryum. Das Nihere siehe im experimentellen Teil. 

‘) Thierfelder und Sherwin, Chem. Ber., Bd. 47, $. 2630 (1914). 
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Das Auftreten der Glutaminverbindung im Harn zugun- 
sten der Annahme, dafi Glutamin ein normales Stoffwechsel- 
produkt ist, zu verwerten lag nahe. Ein Beweis schien uns aber 
noch nicht erbracht, da Phenylacetylglutamin sekundar aus 
Phenylacetylglutaminsaure entstanden sein konnte. Wir haben 
inzwischen auf diesen Bildungsmodus experimentell gepriift. 
Der eine von uns (Sh.) nahm 4,5 g Phenylacetylglutaminséure 
zu sich. Aus dem darauf gelassenen Harn lief sich diese Siure 
wiedergewinnen, aber kein Phenylacetylglutamin, wahrend das 
schon nach Einnahme von 1 g Phenylessigséure mit Sicher- 
heit gelang. Damit ist bewiesen, daf Glutamin im Stoff- 
wechsel auftritt. Daf Glutamin und Asparagin an dem Aufbau 
des Eiweibmolekiils teilnehmen, ist schon von E. Fischer?) an- 
genommen und besonders von Th. B. Osborne?) wahrschein- 
lich gemacht worden. Osborne fand, daf Gliadin, ein Eiweif- 
stoff, welcher bei der Hydrolyse sehr reichliche Mengen (43 bis 
44°/o) Glutaminsaure liefert,*) unter denselben Bedingungen Am- 
moniak abspaltet, unter denen auch aus dem Asparagin das 
amidartig gebundene Ammoniak frei wird und weiter, dah 
fiir eine grofe Anzahl von Eiweifstoffen die Mengen von Am- 
moniak und Glutaminséure +- Asparaginsaure, welche in dem 
Hydrolysat gefunden werden, ziemlich genau einander ent- 
sprechen in dem Sinne, daf auf 1 Mol. Ammoniak 1 Mol. Gluta- 
minsiure oder Asparaginséiure kommt. Auf Grund dieser Fest- 
stellungen und der Ergebnisse unserer Untersuchung moéchte man 
die Anwesenheit von Glutamin in dem Proteinmolekiil fiir er- 
wiesen halten. Indessen ist noch an die Méglichkeit zu denken, dah 
das Glutamin auch im tierischen Korper erst sekundar entsteht, 
wie in den Keimpflanzen das Asparagin, welches nach E. Schulze 
als ein sekundiéres Produkt des Eiwei8umsatzes auftritt. 

Wir sind damit beschaftigt, zu versuchen, ob die Iso- 
lierung von Glutamin aus Eiweifi gelingt und haben zu dem 





‘) E. Fischer und Kénigs, Chem. Ber., Bd. 37, 5S. 4585 (1904). 

2) Osborne und Gilbert, Amer. Journ. of Physiol., Bd. 15, S. 333 
(1906), Osborne, Leavenworth und Brautlecht, Ebenda, Bd. 23, 
S. 184 (190809). 

*) Osborne und Guest, Jl. of Biol. Chem., Bd. 9, S. 425 (1911). 
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Phenylacetylglutamin und seine Bildung im menschlichen Korper. 3 
Zweck aus Gerstenmehl Hordein, welches nach den Unter- 
suchungen von Osborne bei der Spaltung mit Séure 43-——44°/o 
Glutaminséure liefert, dargestellt. Ist Glutamin im Eiweib- 
molekiil vorgebildet, so beweist das Auftreten von Phenyl- 
acetylglutamin im Harn, daf die polypeptidartige Bindung beim 
physiologischen Zerfall friiher gelist wird als die amidartige 
und es besteht die Hoffnung, dali es mit Hilfe geeigneter Fer- 
mente gliicken wird, Glutamin abzuspalten. 


Experimenteller Teil. 
Phenylacetylglutamin. 


Spezifische Drehung. Die beiden Bestimmungen wur- 
den mit Praparaten verschiedener Darstellung in wisseriger 
Lésung ausgefiihrt. 

1. 0,2384 g¢ Substanz. Gesamtgewicht der Losung 10,0058 g. 
Spez. Gewicht 1,0066. Prozentgehalt 2,383. Drehung bei 17° 
im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,87° nach links. Also [a] ," 
= — 18,1°. 

2. 0.2516 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 7,3345 g. 
Spez. Gewicht 1,0042. Prozentgehalt 3,430. Drehung bei 18 ° 
im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 1,27° nach links. Also [a]; 
=-— 18,44 °, 

In salzsaurer LOsung (auf 1 Mol. 3 Mol. HCl) ist die 
Drehung etwas grofer: 

0,2113 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 6,6530 g. 
Spez. Gewicht 1,0190. Prozentgehalt 3,176. Drehung bei 18° 
im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 1,27° nach links. Also [a] }) 
= — 19,62°. 

Baryumsalz. Es schied sich aus der stark konzen- 
trierten wésserigen Lésung zunachst an der Oberflache ab; 
nach einiger Zeit erstarrte die ganze Fliissigkeit zu einer dicken 
Masse von kreideartigem Aussehen. Mikroskopisch Filzwerk 
von Nadeln. 

0,1950 g Substanz: 0,0590 g BaCO, = 0,04106 g Ba 
(C,,H,,N,O,). Ba ber. Ba 20,70 
gef. ,, 21,06. 


1* 
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Die wiisserige Losung dreht rechts und zwar eine etwa 


1 9 91% ige 0,25°. 


Synthese des Phenylacetylglutamins. 
Das Glutamin war nach den Angaben von E. Schulze und Boss- 


hard‘) aus Runkelriibensaft dargestellt worden. 
0,1067 g Substanz: 0,1599 g CO,, 0.0671 g H,O — 0.1014 g Sub- 


stanz: 17,4 ccm N (17°, 741 mm). 
C,H,,N.O, ber.: © 41,07, H 6,90, N 19,18 
gef.: » 40,87, » 7,05, » 19,31. 
0.2061 g Kupfersalz: 0,0465 g CuO = 0,03715 g Cu. 
(C,H,N,O,),Cu_ ber.: Cu 17,97 
gef.: » 18,03. 

Fiir die Polarisation dienten zwei Praparate verschiedener Dar- 
stellung. 

Priparat a. 0,25389 g Substanz. Gesamtgewicht der Lésung 
6.6851 g. Spez. Gewicht 1.0154. Prozentgehalt 3,798. Drehung bei 14° 
im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,503° nach rechts. Also [a] > = + 6,5". 

Priparat b. 0,2549 g Substanz. Gesamtgewicht der Loésung 
6,7329 g.  Spez. Gewicht 1,0148.  Prozentgehalt 3,786. Drehung bei 
14° im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 0,475° nach rechts. Also [a] 
+. 618°. 

Nach den Bestimmungen von E. Schulze und Trier?) betragt 
fiir das natiirliche Glutamin in etwa 4°/oiger Lésung [a]p -- 6” bis 4- 7° 

Je 0,5 g Glutamin wurden mit 20 ccm Wasser und 5 g 
Natriumbicarbonat unter allmihlicher Zugabe von 3 g Phenyl- 
acetylchlorid eine halbe Stunde geschiittelt. Der beim Ansauern 
auftretende Niederschlag wurde abgesaugt, das Filtrat mit Ather 
ausgeschiittelt und dann mehrere Stunden mit Athylacetat ex- 
trahiert. Die Gewichte der nach dem Verdunsten des Athyl- 
acetat sich ausscheidenden Krystallisationen schwankten zwi- 
schen 0,31 und 0,53 g. Die Ausbeute entspricht also 34—60°o 
der Theorie. 

Analyse. 0,1045 g Substanz: 0,2259 g CO,, 0,0588 g 
H,O — 0,1130 g Substanz: 10,9 ccm N (18°, 739 mm) 

C,,H,,N.0, ber.: C 59,06 H 6,11 N 10,61 
gef.: » 58,96 » 6,29 » 10,71 


') Landwirtsch. Versuchsstat., Bd. 29, S. 295 (1883): Chem. Ber., 
Bd. 16, S. 312 (1883). 
*) Chem. Ber., Bd. 45, S. 257 (1912). 
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Phenylacetylglutamin und seine Bildung im menschlichen Kérper. 


Polarisation. 0,2214 g Substanz. Gesamtgewicht der 
Losung 8,4119 g. Spez. Gewicht 1,0058. Prozentgehalt 2,632. 
Drehung bei 17° im 2 dm-Rohr bet Natriumlicht 0,95° nach 


: 17° _ 
links. Also [a], = — 17,9°. 


Phenylacetylglutaminharnstoff. 


Spezifische Drehung. a) 0,2661 g Substanz. Gesamt- 
gewicht der Losung 8,0582 g. Spez. Gewicht 1,0081. Prozent- 
gehalt 3,302. Drehung bei 15° im 2 dm-Rohr 0,93° nach links. 


Also [a], = — 13,97°. 

b) 0,2440 g Substanz. Gesamtgewicht der Losung 8,0367 g. 
Spez. Gewicht 1,0077 Prozentgehalt 3,036. Drehung bei 17° 
im 2 dm-Rohr 0,874 nach links. Also [aJ)/) = — 14,28°. 

c) 0,2132 g Substanz. Gesamtgewicht der Losung 6,5405 g. 
Spez. Gewicht 1,0079. Prozentgehalt 3,26. Drehung bei 18° 


im 2 dm-Rohr 0,92° nach links. Also [a})”’ = — 14,00°. 


Phenylacetylglutaminsdure. 


Wir erhielten sie, wie friher gesagt, durch Kochen von 
Phenylacetylglutamin mit gesattigtem Barytwasser. In dem 
Sirup, welcher nach Verdunsten ibrer essigaétherischen Losung 
zuriickbleibt, beginnt nach kiirzerer oder lingerer Zeit eine 
Krystallisation, welche in blumenkohlartigen Gebilden iiber die 
Oberflache hinauswachst. SchlieBlich ist alles in eine volumindse 
Krystallmasse verwandelt. Auch aus Wasser krystallisiert sie. 
Mikroskopisch sternférmig gruppierte Nadeln. Bei 80° im 
Vakuum getrocknet schmolz sie ziemlich scharf bei 123°. 

Analyse. 0,1229 g Substanz: 0,2639 g CO,, 0,0652 g 
H,O — 0,2222 g. Substanz: 11,18 ecm N (18°, 713 mm). 

C,,H,,NO, ber. C 58,84 H 5.70 N 5,28 
gef. » 58,56 » 5.75 » 5,42 

0,1061 g Substanz verbrauchen bei der Titration 7,9 ccm 
" 1o-Lauge statt der berechneten 8,00. 

Spezifische Drehung. 0,9969 g Substanz. Gesamt- 
gewicht der Lisung 9,8333 g. Spez. Gewicht 1,0269. Prozent- 
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gehalt 10,138. Drehung bei 18° im 2 dm-Rohr bei Natrium- 
licht 3,99° nach links. Also [a], = — 19,16°. 

Baryumsalz. In der wasserigen Losung bildete sich nach 
starker Konzentration auf dem Wasserbad beim Erkalten an der 
Oberfliiche eine amorphe Abscheidung, nach deren Zertriimme- 
rung eine neue auftrat, bis schlieBlich die ganze Masse fest 
geworden war. 

Kine Baryumbestimmung, welche der Formel (C,,H,,NO,), 
Ka entspricht, wurde schon friiher mitgeteilt. Eine 15°/oige 
wiisserige Losung drehte 0,4° rechts. 

Kaliumsalz. Es wurde durch Umsetzen des Baryum- 
salzes mit Kaliumsulfat dargestellt. Aus der stark eingeengten 
wisserigen L6sung schieden sich auf Zusatz von Alkohol wohl 
Krystalle ab, aber es gelang bisher nicht, sie in ftir die Ana- 
lyse geniigender Menge zu erhalten. Kine 15°%/oige wasserige 
Losung drehte 0,8° nach rechts. 

Bruecinsalz. Es ist das einzige Salz, das wir bisher 
schén krystallisiert erhalten haben. Es entsteht beim Erhitzen 
der wisserigen LoOsung der freien Saéure mit der berechneten 
Menge (2 Mol.) Brucin, scheidet sich beim Erkalten ab und 
liBt sich aus heifem Wasser umkrystallisieren. Fiir die Ana- 
lyse wurde es bei 80° im Vakuum getrocknet. 

0,1065 g Substanz: 0,2629 g CO,, 0,0632 g H,O 

— 0,1697 g Substanz: 10,4 com N (17°, 738 mm) 

Ci3H,,NO; - 2C,,H,,.N,O, ber. C 67,20 H 6,41 N 6,65 
gef. ,, 67,32 ,, 6,64 ,, 6,87. 

Kine 2,7°/oige LOsung in 30°/oigem Alkohol drehte 1,37° 
nach links. 

Synthese der Phenylacetylglutaminsidure. Je 1g 
d-Glutaminséure wurden mit 20 ccm Wasser und 5 g Natrium- 
bicarbonat unter allmihlichem Zusatz von 3 g Phenylacetyl- 
chlorid geschiittelt, bis der Geruch nach dem Chlorid ver- 
schwunden war. Nach dem Absaugen und Ansauern mit Phos- 
phorsiiure wurde mit Ather und darauf mit Essigiither ausge- 
schiuttelt. Die Riickstinde, welche nach dem Verdunsten des 
Kssigithers hinterblieben, krystallisierten, die Krystalle waren 
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aber sehr hygroskopisch. Sie wurden vereinigt und wieder in 
Essigiither gelést. Die Lisung, mit dem gleichen Volumen 
Ather versetzt, schied beim Stehen in verschlossenem Kolben 
allmihlich einen gelben Bodensatz ab, welcher aus Essigiather 
und Wasser wie die Phenylacetylglutaminsaure kristallisierte, 
auch die fast gleiche spezif. Drehung zeigte, aber sehr hygro- 
skopisch war, offenbar infolge einer geringen Beimengung. Aus 
der iiberstehenden athylacetat-itherischen Losung aber erhielten 
wir eine mit der natiirlichen Phenylacetylglutaminsadure vdllig 
identische Verbindung. Schmelzpunkt 122—123°. 

Analyse. 0,1223 g Substanz: 0,2634 g CO,, 0,0633 g 
H,O — 0,1315 g. Substanz: 6,55 cem N (16°, 723 mm). 

C,,H,,NO, ber. C 58,84 H 5,70 N 5,28 
gef. ,, 58.74 ,, 5,79 ,, 5,49. 

0,0802 g Substanz erfordern bei der Titration 5,99 ecm 
n/yo-Lauge (berechnet 6,05 ccm). 

Polarisation. 0,2586 g Substanz. Gesamtgewicht der 
Losung 7,5932 g. Spez. Gewicht 1,0093. Prozentgehalt 3,406. 
Drehung bei 18° im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 1,31° nach links. 

| 189 


Also [a], = — 19,05°. 
Verhalten der Phenylacetylglutaminsiéure im 
menschlichen Korper. 


Der eine von uns (Sh.) nahm 4,5 g der Siiure als Natrium- 
salz in wiisseriger LOsung per os. Er verzehrte in den der Ein- 
nahme vorangehenden 16 Stunden und den auf sie folgenden 
24 Stunden nur kleine Mengen von Brot mit Butter und Kakao. 
Der wahrend 24 Stunden nach der Zufuhr gebildete Harn wurde 
in 4 Portionen gesammelt, gemessen und polarisiert. 

1. Portion (7 St.) 1150 ccm drehte 0,12° links 
2. » (3) Sew « 0,14° __,, 
3. a (5 St.) 160 , «5 0,099 ,, 
4. ‘ (7 St.) 470 ,,  ,, OGT? ,, 

Die Polarisation der vierten Portion ergab denselben Wert, 
wie die der unmittelbar vor der Einnahme der Siiure gelassenen. 
Daf die Ausscheidung nach 24 Stunden beendet ist, hatte auch 
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schon ein friiherer Versuch, in dem Phenylacetylglutamin ') 
eingefiihrt worden war, ergeben. 

Die gesamte Harnmenge wurde bei neutraler Reaktion 
und miifiger Temperatur eingedampft und nach Ansauern mit 
Phosphorséure dreimal (im ganzen 11 Stunden) mit Athyl- 
acetat extrahiert. Die beiden ersten Extrakte blieben auch bei 
liangerem Stehen ganz klar und schieden keine Krystalle ab. 
Da schon nach Eingabe von 1 g Phenylessigsiure aus den 
ersten entsprechend gewonnenen Essigitherextrakten beim 
Stehen Phenylacetylglutamin auskrystallisiert, so sprach das Aus- 
bleiben einer Krystallabscheidung gegen die Umwandlung der ein- 
gegebenen Glutaminsiéureverbindung in die Glutaminverbindung. 

Wir verdunsteten jetzt die vereinigten drei Essigiither- 
extrakte, versetzten den Riickstand mit Barytwasser bis zur 
alkalischen Reaktion, behandelten mit Kohlensaure, filtrierten, 
dampften zur Trockene ein und kochten mehrmals mit abs. 
Alkohol aus, um den Harnstoff zu entfernen. Jetzt wurde mit 
Wasser aufgenommen, die wisserige LO6sung mit Phosphorsaure 
angesduert und mit Essigiither extrahiert. Der Essigétherriick- 
stand krystallisierte auf Zusatz von Ather vollig und die Menge 
betrug 3g. Der Schmelzpunkt lag bei 105°. Bei der Titration ver- 
brauchten 0,1594 g 10,47 ccm ®/10-Lauge statt der fiir Phenyl- 
acetylglutaminsdure berechneten 12,02 ccm. Die Verunreinigung 
erwies sich im wesentlichen als Hippurséure. Beim Erkalten der 
heiBen Essigitherldsung krystallisierte diese Siiure in reinem 
Zustande aus. Sie wurde abfiltriert und das Filtrat fraktio- 
niert mit Ather gefiillt. Schmelzpunkt und spez. Drehung 
dieser Fraktionen lagen den ftir Phenylacetylglutaminsaure ge- 
fundenen sehr nahe. Sie wurden deshalb vereinigt und mit 
Essigiither in der Wirme behandelt. Dabei blieb eine kleine 
Menge ungelést und wurde durch Filtration entfernt. Das Fil- 
trat wurde verdunstet, der Riickstand wurde mit Essigither 
erhitzt, das Ungeléste abfiltriert und dieses Verfahren mehr- 





') Phenylacetylglutamin wird unveradndert vom Menschen wieder 
ausgeschieden. Von 5,52 g eingefiihrter Substanz gewannen wir aus dem 
24stiindigen Harn 3,18 g, d. h. 57,6°/s in reinem Zustande wieder. 0,1693 g 
verbrauchten bei der Titration 6,38 ccm "/:0-Lauge (berechnet 6,41 ccm). 
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Phenylacetylglutamin und seine Bildung im menschlichen Kérper. 3 
mals widerholt. Nachdem so die in heiBem Athylacetat schwer- 
ljslichen und unldslichen Beimengungen entfernt worden waren, 
erfolgte die Krystallisation in der fiir die Phenylacetylglutamin- 
siure charakteristischen Weise (Herauswachsen blumenkohl- 
artiger Massen tiber die Oberflache). Auch die weitere Unter- 
suchung ergab, dali es sich um diese Séure handelte. Schmelz- 
punkt 122—122,5°. 
Analyse. 0,1492 g Substanz: 7,25 ccm N (19,5°, 743 mm). 
C,,H,,NO, ber. N 5,28 
gef. ,, 5,41. 
0,1004 g Subst. verbrauchten 7,51 cem "|10-Lauge (ber. 7,60 ccm). 
Spez. Drehung. 0,3393 g Substanz. Gesamtgewicht 
der Lésung 8,1314 g. Spez. Gewicht 1,0112. Prozentgehalt 


4.1727. Drehung bei 18° im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 1,61° 
nach links. Also |a]|> = — 19,08°. 








Einwirkung von Chlorwasserstoffgas auf Kohlenhydrate. 
XV. Mitteilung. 
Von 


Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. April 1915.) 


Bei meinen Versuchen iiber die EKinwirkung von Chlor- 
wasserstoff oder Ammoniak auf Diastasepriiparate') habe ich 
mich nicht darauf beschrinkt nachzuweisen, ob das Praparat 
wirksam ist oder nicht, ich habe vielmehr versucht, auch in 
den chemischen Mechanismus der Einwirkung der genannten 
Gase einigen Einblick zu gewinnen durch Verfolgung der Ge- 
wichtsverhiltnisse, der Ab- oder Zunahme der Aciditét und 
des formoltitrierbaren Stickstoffs. 

Nunmehr ist es aber gelungen, aus Stoffen von bekannter 
Konstitution, bezw. von mehr oder minder anniherungsweise 
bekannter Konstitution, nimlich aus Kohlenhydraten durch Ein- 
wirkung von Chlorwasserstoffgas und Ammoniakgas Praparate 
von diastatischer Wirksamkeit zu erzeugen. 

Damit gewinnt nicht nur die genannte Kinwirkung hoheres 
Interesse, sondern es erscheint auch die Moglichkeit, in den 
Mechanismus dieser Reaktion klareren Einblick zu gewinnen, 
gezeben, bezw. diese Aufgabe wesentlich erleichtert. 

In diesem Sinne erschien es geboten, die Kinwirkung 
von Chlorwasserstoff und Ammoniak einem naheren Studium 
zu unterziehen. Die folgenden Zeilen berichten tiber Versuche, 
welche speziell mit Chlorwasserstoff angestellt worden sind 
und zwar sollte sich bei diesen Versuchen die Einwirkung von 
Chlorwasserstoff genau unter denselben Bedingungen vollziehen 
wie bei jenen Versuchen, welche zu diastatisch wirksamen 
Priiparaten gefiihrt hatten. 

Genau so wie dort wurden fein zerriebene, getrocknete 
und gewogene Proben der einzelnen Kohlenhydrate in einem 


') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 276; Bd. 84, S. 161; Bd. 85, S. 97, 
Bd. 86, S. 322 und Seite 401, Bd. 87, Seite 115. 
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Kolben durch 24 Stunden einem langsamen Strome von Chlor- 
wasserstoff ausgesetzt. 

Darauf wurde durch eine Stunde ein Strom trockener 
Luft tiber die Priiparate geleitet und diese dann gewogen. 

Auch hier wurden in der schon mehrfach beschriebenen 
Weise «Auspumpversuche» angestellt. 

Die gewihlte Versuchsanordnung bringt allerdings einige 
Schwierigkeiten mit sich, welche in mehrfacher Beziehung zu 
Unklarheiten fiihren. Sie multen zunichst mit in Kauf ge- 
nommen werden; denn die Einwirkung von trockenem Chlor- 
wasserstoff auf die trockenen Substanzen bewirkt an_ sich, 
wie sich bei den Fermentpriparaten gezeigt hat, keine hydro- 
lytischen Prozesse, sondern nur jene Anlagerungsprozesse, 
welche eben studiert werden sollen. 

Die genannten Unklarheiten sind folgende: 

Das Chlorwasserstoffgas wirkt auf krystallinische Sub- 
stanzen nur Oberflichlich ein. Allerdings wird durch die feine 
Pulverung der Substanz deren Oberfliiche betriichtlich ver- 
grofert; aber trotzdem zeigen die Gewichtsverhiltnisse, dab 
von den krystallisierbaren Zuckern niemals Chlorwasserstoff- 
mengen aufgenommen wurden, welche zu den verwendeten 
Zuckermengen in demselben Verhiiltnis gestanden wiiren, wie 
das Molekulargewicht des Chlorwasserstoffs zu dem des Zuckers. 

Bei den nicht krystallisierenden Kohlenhydraten kann 
eher an eine innige Durchdriingung mit Chlorwasserstoff ge- 
dacht werden und der Umstand, dafi Fermentpriiparate durch 
dieselbe Behandlung mit Chlorwasserstoff unwirksam werden, 
wirde fiir eine solche vollkommene Durchdringung sprechen. 
Aus den aufgenommenen Chlorwasserstoffmengen in dieser 
Richtung bei den nicht krystallisierenden Kohlenhydraten 
Schliisse zu ziehen, wie dies bei den Zuckern geschehen ist, 
geht nicht an, weil das Molekulargewicht der kolloidalen 
Kohlenhydrate nicht so genau bekannt ist. 

Gleich wie bei den mit Chlorwasserstoff behandelten 
Kermentpriiparaten wurde auch hier ein Abteilen der mit Chlor- 
wasserstoffgas behandelten Substanzen in mehrere Portionen 
vermieden, weil diese Priparate vielfach sehr hygroskopisch 
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sind, so dafi bei dem Abteilen méglicherweise erheblich Wasser 
angezogen werden kann und damit hydrolytische Prozesse 
befiirchtet werden miissen. Es wurde daher fiir jede einzelne 
quantitative Bestimmung ein eigenes Priiparat bereitet. Dieses 
Vorgehen brachte allerdings dann den Nachteil mit sich, daf 
die Kesultate der einzelnen Bestimmungen nur indirekt mit- 
einander verglichen werden konnten. 

Der erste Zweck dieser Untersuchung war der, festzu- 
stellen, ob die Gewichtszunahme, welche die Kohlenhydrate 
bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff erfahren, direkt die 
Menge des aufgenommenen Chlorwasserstoffs bedeutet. In 
dieser Absicht wurde das in den Praparaten enthaltene Chlor 
quantitativ bestimmt. 

Ia nach dem Verhalten der Fermentpraparate vermutet 
werden multe, da auch von den Kohlenhydraten der auf- 
genommene Chlorwasserstoff chemisch gebunden wurde, so 
wollte ich auch einiges tiber die Art dieser chemischen Bindung 
erfahren. Zu diesem Zwecke wurde festgestellt, ob die mit 
Chlorwasserstoff behandelten Priéparate bei der Einwirkung 
von Wasser Chlorwasserstoff abspalten, bezw. in welchem 
Grade Chlorwasserstoff abgespalten wird. 

Aus demselben Grunde wurde auch ermittelt, ob das 
Priiparat durch die Einwirkung von Chlorwasserstoff saure 
Kigenschaften erlangt und in welchem Grade. Zu diesem 
Zwecke wurde die Aciditét durch Titration mit einer Lauge 
bestimmt. Selbstversténdlich wurde in blinden Versuchen auch 
an den unveriinderten Kohlenhydraten Gesamtchlor, abspalt- 
barer Chlorwasserstoff und Aciditéat bestimmt und die hierbei 
gefundenen Zahlen in Rechnung gebracht. Zahlen fiir Gesamt- 
chlor und abspaltbaren Chlorwasserstoff, bei welchen die er- 
wibnte Korrektur vorgenommen werden muBbte, sind in den 
Tabellen als «korrigierte Werte» angefiihrt. 

Fiir die drei genannten quantitativen Bestimmungen dienten 
folzende Methoden: 

1. Zur quantitativen Bestimmung des Gesamtchlors wurde 
das Priiparat mit chlorfreiem Atzkalk gemengt und in einem 
Rohre gegliiht, welches an einem Ende geschlossen war und 











F| . 
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am anderen Ende in eine diinne Kapillare auslief. Nach dem 
Wiedererkalten wurde der Inhalt des Rohres in verdinnter 
Salpeterséure gelést und in dieser Lésung das Chlor nach 
Volhard titriert. Die gewichtsanalytische Bestimmung hitte 
gewih genauere Resultate ergeben und wire auch ganz gul 
durchfiihrbar gewesen. Ich habe trotzdem die mafianalytische 
Methode gewiahlt, um des Vergleiches halber dieselbe Methode 
zu verwenden, welche ich bei der folgenden quantitativen Be- 
stimmung verwenden mubite. 

2. Zur quantitativen Bestimmung des leicht abspaltbaren 
Chlorwasserstoffs wurde das Préparat in 50 cm Wasser ge- 
bracht, welchem 3 Tropfen Salpetersiure zugesetzt waren. Un- 
mittelbar darauf wurde nach Volhard titriert. In diesem Falle 
schien die relativ kurzdauernde mabanalytische Bestimmung 


gegeniiber der gewichtsanalytischen deshalb geboten, weil die ge- 


wichtsanalytische Methode bei der verhaltnismafiglangdauernden 
Zeit, wiihrend welcher tiberdies noch erhitzt werden mub, Be- 
dingungen fiir die Abspaltung von Chlorwasserstoff schafft, 
deren Studium nicht beabsichtigt war. Denn urspriinglich sollte 
nur diese quantitative Bestimmung einen Aufschluf iiber die 
Menge des gewissermafen priformierten Chlorwasserstoffs geben 
und nur notgedrungenerweise mulfjte ich auch jene Mengen Chlor- 
wasserstoff mit in Kauf nehmen, welche sich bei ganz kurz 
dauernder Einwirkung von Wasser bei Zimmertemperatur bilden. 

3. Die Aciditaét der Priiparate wurde in genau derselben 
Weise bestimmt wie bei den Fermentpriparaten; die Loésung 
des Priiparates in 20 cm Wasser wurde nach Zusatz von 
Phenolphtalein mit '/s Normal-Barytwasser iibersittigt und 
darauf mit !/s Normal-Salzsaure zuriicktitriert. Bei den Ferment- 
praparaten war dieser Umweg mit Riicksicht auf den Phos- 
phorsduregehalt der Priéparate, sowie die auszuschliefende 
Formoltitrierung geboten. Bei den Kohlenhydraten, wo ein 
Phosphorséuregehalt ausgeschlossen war, hiitte auch die direkte 
Titrierung angewendet werden kénnen. Sie hiitte vielleicht 
sogar genauere Resultate gegeben. Mir kam es aber darauf 
an, vergleichbare Werte zu erhalten, und darum schlug ich 
den erwiihnten Umweg ein. 
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Bei den prozentischen Berechnungen bezog ich mich 
allenthalben auf die Menge des urspriinglichen, unveranderten 
Kohlenhydrates, so wie ich es auch in meinen friiheren Arbeiten 
getan habe. 

Die Darstellung der Versuchsresultate ist nach den ein- 
zelnen Kohlenhydraten geordnet. 

Ich beginne mit der Galaktose, weil mir dort die Ver- 
haltnisse am einfachsten zu liegen scheinen. 


A. Galaktose. 


Das verwendete Priparat war von Kahlbaum unter der 
Bezeichnung «Galaktose» bezogen. Es veriinderte sein Aus- 
sehen bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff nicht. 

Die Resultate der Versuche sind im folgenden meist 
tabellarisch zusammengestellt. Wenn ich hierbei die Gewichts- 
zunahme der Priparate bei der Einwirkung von Chlorwasser- 
stoff als «aufgenommenen Chlorwasserstoff» bezeichne, so ge- 
schieht dies nur in Analogie zu friiheren Darstellungen, nicht 
aber, weil ich damit ausdriicken will, dafi diese Gewichtszu- 
nahme etwa die Menge des hinzugekommenen Chlorwasser- 
stoffs bedeute. 


 Gewichtszunahme bei Einwirkung von Chlorwasserstoff. 


























Verwendete Galaktose Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g g | °/o 
0.8833 0,0053 0,60 
0,9691 0,0180 1,86 
0.9398 0,0318 3,39 
0,8910 0,0136 1,53 
0,2308 0,0160 6,93 
(0).2284 0.0130 5,69 
0.5688 0,0350 6,15 
0,5634 0,0285 5,04 
0.5658 0.0404 7,14 
0.5417 0,0458 8,45 
0.4846 0,0473 8,76 
0.4493 0.0478 10,65 
0.6280 0,0324 | 5,16 
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(Fortsetzung.) 
Verwendete Galaktose Aufgenommener Chlorwasserstoff 
“ g */o 
0.5909 0.0319 | 5,40 
0,4852 0.0398 8,20 
0,4850 0,0416 8,58 
0,3814 0,0457 | 12,98 
0,4700 0,0460 | 4.79 


Il. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 


In Milligrammen. 


| 
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Ill. In Prozenten. 
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ye * —- | — | oe om ~~ | earl a= | os 
— a 0,03, 0,33, 0,07|—0,11] 0,03) 1,07 | 0,19} 0,47 
OR 0,05 0,25] — 0,05|— 0,20/— 0,03) — |—0,12) 0,40 
ae x 0,03 0,25'— 0,14/— 0,30|-— 0,14 — |—0,12} 0,40 
oe o | oasi—ostl—oso—o19) — | — | — 
. a — | oo — Pe a ee ae 
» it » Loot) 019\—0,42 _ 0,66'—0,271 oc te ae 
2. » bu@O6f — |@07 — [a | = | we | 
7a >» FnOOR OOtwaet we fa | we fe Pe 
_ Te > Be ae Te Fe Tome FT ee Poe 
a er er ee a ee a 
> 16. » — 0,05} 0,01) — — — —}j/;—/]— 
 ) me Ol at oe ee oe wee ee 
a ee ee eee ee ee oe 
9. >» Fool —~|; —| —-; —| —; —|{ - 
20. > So eee ee ee ee ee 





Auspumpversuche. 

Gesamtchlor. I. 0,5688 g Galaktose hatten zugenom- 
men um 0,0350 g = 6,15°/o und beim Auspumpen abgenommen 
bis 0,0027 g — 0,47°/o unter das urspriingliche Gewicht der 
Galaktose; sie verbrauchten 0,326 ccm Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 2,09°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5634 g Galaktose hatten zugenommen um 0,028) g 
= 5,04°/o und beim Auspumpen abgenommen bis 0,0037 g 
= 0,66°/o unter das urspriingliche Gewicht der Galaktose; sie 
verbrauchten0,286 cem Normalsilberl6sung, entsprechend 1,85°/o 


Chlorwasserstoff. 
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Chlorwasserstoff. I. 0.5658 g Galaktose hatten zu- 
genommen um 0,0404 g = 7,14°/o und nach dem Auspumpen 
abgenommen bis 0,0015 g = 0,27°/o unter das urspriingliche 
Gewicht der Galaktose; sie verbrauchten 0,339 cem Normal- 
silberldsung, entsprechend 2,18°/o Chlorwasserstoif. 

II. 0,5417 g Galaktose hatten zugenommen um 0,0458 g 
—= 8,45°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0058 g 
— 1,07°/o: sie verbrauchten 0,539 cem Normalsilberlisung, ent- 
sprechend 3,63°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditat. I. 0,4846 g Galaktose hatten zugenommen 
um 0,0473 g = 9,76°/o und nach dem Auspumpen abgenom- 
men bis 0,0006 g = 0,12°/o unter das urspriingliche Gewicht 
der Galaktose; sie verbrauchten 0,409 cem Normallauge, ent- 
sprechend 84,4 ccm Normallauge fiir 1,00 g Galaktose. 

II. 0,4493 g Galaktose hatten zugenommen um 0),0478 g 
= 10,64°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0018 g 
= 0,40°/0; sie verbrauchten 0,516 ccm Normallauge, entspre- 
chend 114,9 ccm Normallauge fiir 100 g Galaktose. 


Andere Versuche. 


Gesamtchlor. I. 0,6280 g Galaktose hatten zugenom- 
men um 0,0324 g = 5,16°/o und verbrauchten 0,820 ccm Nor- 
malsilberlésung, entsprechend 4,76°/o Chlorwasserstoff. 

II]. 0,5909 g Galaktose hatten zugenommen um 0,0319 g 
= 5,40°/» und verbrauchten 0,800 ccm Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 4,94°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,4852 g Galaktose hatten zu- 
genommen um 0,0398 g = 8,20°/o und verbrauchten 0,997 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 7,49°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,4850 g Galaktose hatten zugenommen um 0,0416 g 
= 8,58°/o und verbrauchten 0,997 ccm Normalsilberlésung, 
entsprechend 7,49°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditiit. I. 0,3814 g Galaktose hatten zugenommen 
um 0,0457 g = 11,98°/o und verbrauchten 1,137 ccm Normai- 
lauge, entsprechend 298,1 cem Normallauge fiir 100 g Galaktose. 

Il. 0.4700 g Galaktose hatten zugenommen um 0,0460 g 
= 9,79°/o Chlorwasserstoff und verbrauchten 1,072 ecm Nor- 
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mallauge, entsprechend 228,1 ccm Normallauge fiir 100 g Ga- 
laktose- 
Galaktose. 


Blindversuche ergaben fiir unverdnderte Galaktose (je 
2 Bestimmungen) 
Gesamtchlor: 0 
Chlorwasserstoff: 0 
Aciditat: 0. 
IV. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Galaktose, als Chlorwasserstoff berechnet. 
Lene eee reece 





a sa igeraarecnie a Gesamt- = Aciditits-| berechnet : 
Auspumpen Auspumpen — stoff zunahme | HCI: C.H,,0, 
— 0,47 | 6,15 2,09 — — 20,53 
— 0.66 | 504 1.85 — — — 
a 7,14 ie 2.18 is ai 
+ 1,07 8.45 ~ 3.63 - - 
— 0,12 | 9,76 —- _ 3,08 — 
+ 0,40 10,64 _ ies 4,19 ~ 














V. Andere Versuche. 


In Prozenten der Galaktose, als Chlorwasserstoff berechnet. 


——————————————————————{—{—{Z—&z—~———————————————————————— EE 
| 


_Chlorwasser- | Aciditits- | berechnet: 





Gewichts- | Gesamichlor | Pix 

zunahme | stoff | zunahme | HCI: C,H,,0, 
5,16 | 476 | am |  ~— | 20,95 
5,40 | go | ee ; os 6 
8,20 ee ee ee 
8,58 | — | 7,49 | — | — 
11,98 _ | “ | 10,7 | - 
y79 | —_—" ; g32 | — 


VI. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 


EEE 





Gesamtchlor | Chlorwasserstoff Acidititszunahme 
445 | 807 2567 
240) | 340 1475 
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VII. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 











Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
34 31 | 32 
37 43 39 


VIII. Andere Versuche. 


In Prozenten der Gewichiszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 








a 





Gesamtchlor Chlorwasserstoff Acidititszunahme 
92 91 | 91 
91 86 | 8) 


Die Gewichtszunahme, welche die Galaktose durch die 
Einwirkung von Chlorwasserstoff erfahren hat (siehe Tabelle J), 
ist in den einzelnen Versuchen recht verschieden. Uber den 
Grund dieser Verschiedenheiten kann ich hier ebensowenig 
AufschluB geben wie bei friiheren Versuchen. Die Griinde 
liegen wohl in den Versuchsbedingungen. 

Die Gewichtszunahme ist nie so grof, dali auf ein Mole- 
kulargewicht Galaktose ein Molekulargewicht Chlorwasserstoff 
kiime. Sieht man nun nach, ob diese Gewichtszunahme ledig- 
lich durch eine Aufnahme von Chlorwasserstoff bedingt ist 
‘Tabelle V und VIII), so findet man, da’ die Mengen des Ge- 
samtchlors (als Chlorwasserstoff berechnet) allerdings etwas 
kleiner sind als die Gewichtszunahme. Sie betragen nur 92, 
bezw. 91 Prozente der Gewichtszunahme. Sie wiirden 100 
Prozente betragen, wenn der Prozef eine glatte Addition von 
Chlorwasserstoff wire. Immerhi. sind diese Differenzen nicht 
so groB, da® aus ihnen allein bindende Schliisse gezogen wer- 


‘ den kénnen; denn sie betragen im praktischen Versuche nur 
: etwa 3 mg bei der Gewichtszunahme oder 1 ccm Silberlésung, 
: bezw. 1/2 cem Rhodanlésung. 


Bei den Auspumpversuchen (Tabelle If und III) kehren 
die Praparate in wenigen Tagen auf ihr urspriingliches Gewicht 
zuriick, als ob sie den Chlorwasserstoff wieder abgeben wiirden. 
Meist gehen sie aber bei fortgesetztem Auspumpen noch unter 


O* 


oe 


DAS seg aia ie tee aca 
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dieses.Gewicht herunter (in den Tabellen mit einem Minus- 
zeichen versehen). 

Untersucht man nun aber die ausgepumpten Praparate 
auf ihren Chlorgehalt (Tabelle IV), so sieht man, daf sie noch 
erhebliche Chlormengen enthalten; es ist dies (Tabelle VII) 
rund ein Drittel (84, bezw. 37°/0) der Gewichtszunahme, welche 
unmittelbar nach der Einwirkung des Chlorwasserstoffs fest- 
gestellt worden ist. 

Wenn nur ein Teil dessen, was abgegeben worden ist, 
Chlorwasserstoff war, so ergibt sich die Frage, was denn das 
andere war. Ich will annehmen, es sei Wasser gewesen. Dann 
ergibt sich die ungefahre Menge dieses Wassers aus folgender 
Uberlegung. I II 
Die Gewichtszunahme hat betragen . . 35,0 mg' 28,5 mg 
In friiheren Versuchen hat sich gezeigt, 

daB 91, bezw. 92°/o, im Mittel 91,5°/o 
der Gewichtszunahme Chlorwasserstoff 
sind; die vorliegende Gewichtszunahme 


wiirde also entsprechen . . . . . 32,0 mg 26,1 mg 
Chlorwasserstoff. Nach dem Auspumpen 

waren verblieben . . . . . . . 12,9 mg 10,4 mg 
Chlorwasserstoff. Es sind demnach beim 

Auspumpen abgegeben worden . . . 19,1 mg 15,7 mg 


Chlorwasserstoff. Die gesamte durch das 

Auspumpen erzielte Gewichtsabnahme 

betrug .... . 6. » « « » Oh) Oe B22 me 
Darin waren demnach. . . . . . . 18,6 mg 16,5 m 
abgegebenes Wasser inbegriffen. 

Die Galaktose enthalt nur Aldehyd- und Alkoholgruppen. 
Ks sind aber nur Reaktionen des Chlorwasserstoffs mit diesen 
Gruppen denkbar. 

Ich stelle mir vor, dafS unter den gewahlten Versuchs- 
bedingungen die Aldehydgruppe mit Chlorwasserstoff eine ahn- 
liche Reaktion eingehen kann, wie sie bei der Acetalbildung 
erfolgt: 


gQ 3S 


| _ oH 
H—C:0 + HCl = H—-C 
Nel 
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Diese Reaktion ware an sich mit keiner Wasserabspal- 

tung verbunden, doch ware es denkbar, dai die neugebildete 

Hydroxylgruppe mit irgend einer anderen Alkoholgruppe des 

Zuckers sekundiir eine Anhydridbildung eingeht, so daf fiir jedes 

Molekiil aufgenommenen, bezw. zuriickgehaltenen Chlorwasser- 
stoffs ein Molekiil Wasser abgegeben wiirde. 

Mit Alkoholgruppen koénnte der Chlorwasserstoff unter 

den obwaltenden Verhiltnissen vielleicht ein Chlorid bilden: 


R—OH -++ HC] = RCI + H,0. 


Auch hier wird fiir jedes Molekiil aufgenommenen Chlor- 
wasserstoffs nur ein Molekiil Wasser abgegeben. 

Zieht man endlich die Enolformel der Zucker in Betracht 
und nimmt man an, dafi der Chlorwasserstoff sich irgendwie 
an die Enolbindung anlagert, so ergibt sich auch wieder nur 
die Abspaltung von hdéchstens einem Molekiile Wasser. 

Da das Molekulargewicht des Wassers rund halb so groh 
ist wie das Molekulargewicht des Chlorwasserstoffs, so wire 
zu erwarten gewesen, dafi nur halb so viel Wasserstoff ab- 
gegeben wird als Chlorwasserstoff zuriickgehalten wird. Dem 
entgegen ergibt die obige Berechnung, dafi mehr als die gleiche 
Menge Wassers abgegeben worden ist, also mehr als das 
Doppelte jener Menge, welche zu erwarten gewesen wiire. 

Ich betone hier ausdriicklich, dafi die Galaktose wie auch 
alle anderen Kohlenhydrate, bevor der Versuch begonnen wurde, 
mehrere Tage im Vakuum iiber Schwefelsiiure und zwar bis 
zur Gewichtskonstanz getrocknet waren. 

Die grofiere Wasserabgabe weist daher auf umfianglichere 
Anhydrierungsprozesse, vielleicht im Sinne von Kondensations- 
reaktionen hin. 

Jedenfalls aber zeigen diese Auspumpversuche klar, dal 
eine chemische Reaktion zwischen Chlorwasserstoff und Galak- 
tose stattgefunden hat; denn die Tatsache, dai die ausge- 
pumpten Praparate ein geringeres Gewicht besitzen als die 
ausgepumpte Galaktose und trotzdem erheblichere Mengen von 
Chlor enthalt, ist mit der Annahme einer physikalischen Bin- 
dung oder einer Molekularverbindung unvereinbar. 
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Die Verwertung der Resultate der Bestimmung des leicht 
abspaltbaren Chlorwasserstoffs und der Aciditiét begegnet 
einigen Schwierigkeiten, weil fiir jede dieser Bestimmungen 
ein eigenes Priiparat bereitet wurde und daher die Resultate 
nicht ganz scharf miteinander vergleichbar sind. Immerhin 
geben fiir eine solehe Vergleichung die Tabellen V1, VII und 
VIII, in welchen die Resultate der Bestimmungen des Gesamt- 
chlors, des leichtabspaltbaren Chlorwasserstoffs und der Aci- 
ditiit in Prozenten der Gewichtszunahme ausgedriickt sind, 
ganz brauchbare Anhaltspunkte, wenn man von nicht allzu- 
grohen Differenzen absieht. 

Fiir die Auspumpversuche ergibt sich bei dieser Be- 
rechnung die Frage, ob der Berechnung die Gewichtszunahme 
unmittelbar nach der Einwirkung des Chlorwasserstoffs zu- 
grunde gelegt werden soll oder die Differenz, welche zwischen 
dem Gewichte des ausgepumpten Priiparates und dem Gewichte 
der urspriinglichen Galaktose besteht. Wire das jeweilige Plus, 
welches das Gewicht des Priparates gegentiber dem Gewichte 
der urspriinglichen Galaktose zeigt, nur das Gewicht des hin- 
zugekommenen, bezw. noch vorhandenen Chlorwasserstoffs, 
dann miifte natiirlich das Gewicht des ausgepumpten Pripa- 
rates als Grundlage dienen. Wie aber schon gezeigt wurde, 
ist dies nicht der Fall. Die Differenz wird sogar oft negativ. 
In solchen Fiillen ist diese Art der Berechnung ein Nonsens 
und es bleibt nichts anderes tibrig, als die andere Art der 
Berechnung zu wiihlen. 

Ich habe mit Riicksicht auf die spater zu behandelnden 
Kohlenhydrate beide Berechnungen durchgefihrt, um vollstandig 
analoge Tabellen zu bekommen. 

Aus Tabelle VII und VIII ergibt sich nun, daf das in 
den Priiparaten enthaltene Chlor, soweit dies beurteilt werden 
kann, durch Einwirkung von Wasser leicht und vollstandig ab- 
gespalten wird; denn die perzentuellen Werte fiir abspaltbaren 
Chlorwasserstoff und fiir Aciditét sind dieselben wie die fir 
Gesamtchlor, die Aciditiit ist eben durch die abgespaltene 
Chlorwasserstoffsiiure bedingt. 

Diese Tatsachen stehen mit den friiher entwickelten Vor- 
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stellungen tiber die Art des chemischen Prozesses nicht im 
Widerspruche, sie bestitigen sie vielmehr. 

Dieselbe Reaktion, naémlich die Verseifung der durch Ein- 
wirkung von Chlorwasserstoff auf Galaktose entstandenen Chlor- 
verbindungen erfolgt zweifellos auch in den festen Priiparaten 
und wird dort hervorgerufen durch das bei der Bildung der 
Chlorverbindung entstandene Wasser. 

So laufen also bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff 
zwel antagonistische Prozesse nebeneinander einher: 1. durch 
Kinwirkung von Chlorwasserstoff auf Galaktose die Bildung 
einer Chlorverbindung unter Abspaltung von Wasser und 2. 
durch Einwirkung dieses abgespaltenen Wassers auf die Chlor- 
verbindung die Verseifung der Chlorverbindung unter Abspal- 
tung von Chlorwasserstoff. Die fertigen Priiparate sind gewisser- 
mafen der Ausdruck eines Gleichgewichtszustandes zwischen 
beiden Prozessen. 

Damit gewinnt aber auch die Abgabe von Chlorwasser- 
stoff durch die Praiparate beim Auspumpen ein anderes Ansehen. 
Der beim Auspumpen abgegebene Chlorwasserstoff kann dem- 
nach nicht mehr ausschlieBlich als der Chlorwasserstoff be- 
trachtet werden, der nur physikalisch gebunden, adsorbiert 
war, sondern er ist hauptsiachlich, vielleicht sogar ausschlieBlich 
durch Verseifung einer Chlorverbindung entstanden. 


Bb. Traubenzucker. 


Das verwendete Traubenzuckerpriparat war von Merck 
bezogen und fiihrte die Signatur «Traubenzucker purum wasser- 
frei». Bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff wurde es zu 
einem Klumpen einer hellgelben, durchscheinenden, harziihn- 
lichen Masse, welche beim Auspumpen etwas dunkler wurde. 


Il. Gewichtszunahme bei Einwirkung von Chlorwasserstoff 












Verwendeter Traubenzucker Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g g °/0 
1,0900 0.0926 8.50 
1,0364 01001 9 66 
1,0215 0,1055 10,33 
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: (Fortsetzung.) 
Verwendeter Traubenzucker Aufgenommener Chlorwasserstoff 

g g g 

1,0960 0,1336 | 12,19 

0,2491 0,0421 16,90 

0.1979 0.0338 17,08 

0.5905 0,0681 11,53 

0,5667 0,0640 | 11,29 

0,5599 0,0802 14,32 

0,4966 0,0713 14,36 

0,5428 0,076 | 14,09 

0.5446 0.0754 | 13,84 

0,6343 0,0683 | 10,77 

0,5876 0,0644 10,96 

0,5858 0.0861 | 14,7 

0,6039 0,0877 | 14,52 

0,4710 0,0605 | 12,84 

0,6358 0,0803 | 12,63 
ll. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 
In Milligrammen. 
a ______] ; 
1 |} un} mm!) wievels we} vj va 
Verwendete 11990, 1036,4 90,5 566.7 | 559,9 4966 542.8 | 544,6 
Menge | | | | : 
cuca 92,6 | 10,1 681 640 | 80,2 71,3 | 76,5 | 75.4 
enthalt noch | | | | | | 3 
Chlorwasserstoff | | | | | | 4 
am 1. Tage 89,2; — | 62,4 | 63,0 73,3 | 68,7 ; 72,1 | 71,2 ; 
« & « = 90,3 64,6 | 62.3] 73,8 | 67, | 69,7 | 68,8 i 
: & 86,7| 88,3) 64,0 | 61,9 | 72,9 | 66,1 | 68,3 | 67,2 A 
a 85,7} 87,7| 63,5 | 61,7 | 72,0, 65,5 | 67,5, 66,1 : 
> 5. > 84,2) 85,9) 62,7 61,1 70,8 | 64,3 | 66,2 65,1 ‘i 
» 6.4 83,8 84,7 62,1 | 60.6 | 69,6 ee 64,7 63,3 : 
- a a 82,3) 84,1 615 60,5 68,6 | 62,6) 62,5 61,8 2 
, B >» 81,1; — | 60,7] 59,8 | 672] 616) — | — 4 
se « — | s17/ 599| 595) — | oo oe. en ' 
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In Milligrammen (Fortsetzung). 
a . rc ———_) 











1 | W | mm | Iv V Vi | Vil | Vl 
am 10. Tage _- 80,5 | 59,2 | 59,0 | 65,0 59,5 | 569 — «65.0 
» > — | 803] 580] 583] 636) 581 | 554] 52,5 
7 76,1} 79,3| 57,2 | 57.6 | 63,1 | 57,1| 53,7 | 51,3 
» 13, > 75,0| 786) — | — | 614, 561 | 51,5 | 49,1 
> 14. > 74,0| 77,5| 55,2 | 55,7 | 598) 55,1| 496] 472 
> 15. > 72,8| — | B40 | 54,7) B81 53,9) 47,9 45,1 
> 16. » ~ 75,5 | 52,9 | 53,8 56,2 525 45,8 | 43.5 
Ve > 70,8) 74,5] 52.0) 53,3| 545) 516] 434 41,2 
» 18. > 688 73,9) S11 | 526) 528 49,9] 41,3) 38,5 
> 19. > _- 72.9 493) 547] — | — | — |] — 
>. = — | 72,0] 484| 509| — | — | 378) 345 
> 2. > — | hl =~ | = | eel eet = | = 
> 22. » ee oes ee ee 
> 23. >» we ee | 





If]. In Prozenten. 





no) Wm | Ww} vo} vi | vir | vil 





Chlorwasserstoff 


Awgenommene® | 8,50 9,66 | 11,53) 11,29) 14,32 14,36 14,09 13,84 
| | | 





enthilt noch | | | | | 
Chlorwasserstoff | | 


am 1. Tage | 818 | — _ 11,07 | 11,12 13,45| 13,83! 13,28! 13,04 





> 2 » — | 871 | 10,94) 10,99) 13,18) 13,51) 12,84} 12,63 








; s hs 7,95 8,52 | 10,84 10,92 13,02 | 13,81 | 12,56 | 12,34 
i — a 7,86 846 | 10,75 10,89 12,86 | 13,19 | 12,44 | 12,14 
> 5&5 » 7,73 | 8,29 | 10,62 10,78} 12,65} 12,95) 12,20/ 11,95 

&  % 7,69 | 817 | 10,52 10,69 12,43) 12,77) 11,92| 11,62 

759 812 | 10,42) 10,68! 12,25] 12,61, 11,51 | 11,26 


w 

uw 

2 

i on 
- | 
| 


10,28 | 10,55 12,00) 12,40, — | — 











| 
: hs ~ | 20e) tee tote | ml ae | 
aes — | 2,77 | 10,03 10,41 11,61 12,00, 10,48 10,10 
> 11. >» — 7,75 | 9,82) 10,29) 11,36) 11,70) 10,21) 9,64 

> 12 >» 6,98 | 7,65 | 9,69) 10,16) 11,27. 11,50) 9,89) 9,42 

> 13. >» 6,88 | 7,59; — | — | 10,97! 11,39 9,49) 9,02 
> 14. >» 6,79 7,48} 935! 9,83) 10,68) 11,19] 9,14) 8,67 
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In Prozenten (Fortsetzung). 














ll | Wi} Vv IV Vil VI 

am 15. Tage | 6.68 — | 9,14) 9,65) 10,38) 10,85| 8,83) 8,28 
16.» 7,29 | 8,96, 9,49) 10,04) 10,57; 8,44 > 8,00 

> 17. > 6,50 719) 881) 941 9,73) 10,40) 8,00) 7,57 
Is. > 6.31 7,18 865) 928 943 10,05) 7,61) 7,07 

> 19. » — | 703 | B35| 942; — —|-— — 
2), > — | 6,95| 8,20) 8,98 — | — | 6,96) 633 
> 21. — | G60; ~~ | = | @80| oe) = sie 
22, » — — | — — | — | — | — — 
98, » —c 1." a ee en eee ee 

Auspumpversuche. 


Gesamtchlor. |. 0,5905 g Traubenzucker hatten zu- 
genommen um 0,0681 g = 11,53°/o und nach dem Auspumpen 
noch behalten 0,0484 g = 8,20°/0; sie verbrauchten 1,620 cem 
Normalsilberldsung, entsprechend 10.01°/co Chlorwasserstoff. 

II. 0,5667 g Traubenzucker hatten zugenommen um 0,0640 g 
= 11,29°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0509 ¢ 
= 8,98°/o; sie verbrauchten 1.501 cem Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 9,66°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,5599 g Traubenzucker hatten 
zugenommen um 0,0802 g = 14,32°/o und nach dem Auspumpen 
noch behalten 0,0476 g = 8,50°/o; sie verbrauchten 1,303 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 8,49°/o Chlorwasserstoff. 

I]. 0.4966 g Traubenzucker hatten zugenommen um 0,0713 
= 14,36°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0451 g 
— 9,08°/o; sie verbrauchten 1,362 ccm Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 10,00°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditat. I. 0,5428g Traubenzucker hatten zugenommen 
um 0,0765 g = 14,09°/o0 und nach dem Auspumpen noch behalten 
0.0378 g¢ = 6,96°/o; sie verbrauchten 1,817 ccm Normallauge, 
entsprechend 334,8 ccm Normallauge fiir 100 g Traubenzucker. 

Il. 0.5446 g Traubenzucker hatten zugenommen um 0,0754 g 
= 13,84°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0345 g 
= 6,33°/0; sie verbrauchten 1,755 ccm Normallauge, entspre- 


’ 


chend 322,3 cem Normallauge fiir 100 g Traubenzucker. 
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Andere Versuche. 


Gesamtchlor. I. 0,6343 g Traubenzucker hatten zu- 
genommen um 0,0683 g = 10,77°/o und verbrauchten 1,885 ecm 
Normalsilberlosung, entsprechend 10,84°/o Chlorwasserstoff. 

If. 0,5876 g Traubenzucker hatten zugenommen um 0,0644¢ 
= 10,96°/o und verbrauchten 1,658 cem Normalsilberlisung, 
entsprechend 10,30°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0.5858 g Traubenzucker hatten 
zugenommen um 0,0861 g = 14,70°/o und verbrauchten 2,337 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 14,55°/o Chlorwasserstoff. 

IT. 0,6039 g Traubenzucker hatten zugenommen um 0,0877 g 
= 14,52°/0 und verbrauchten 2,373 cem Normalsilberlésung, 
entsprechend 14,33°/9 Chlorwasserstoff. 

Aciditat. |. 0,4710 g Traubenzucker hatten zugenommen 
um 0,0605 g = 12,84°/o und verbrauchten 1,618 cem Normal- 
lauge, entsprechend 343,5 ccm Normallauge fiir 160 g Trauben- 
zucker. 

If. 0,6358 g Traubenzucker hatten zugenommen um 0,0803 g 
= 12,63°/o und verbrauchten 2,099 cem Normallauge, entspre- 
chend 330,1 ccm Normallauge fiir 100 g Traubenzucker. 


Traubenzucker. 
blindversuche ergaben fiir unverinderten Traubenzucker 
(je 2 Versuche): 

Gesamtchlor: O 

Chlorwasserstoff: O 

Aciditat: 1,7 cem Normallauge fiir 100 g Traubenzucker. 

[V. Auspumpversuche. 
In Prozenten des Traubenzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 

















Gewichtszunahme Gesamt- | Chlor- | Aciditits- ao 
. Prieta one . stoff | zunahme | 01? “sts 
8,20 11,53 10,01 — — 20,25 

8,98 11,29 9.66 on _ 
850 | 14,32 ~ s49 | — 
9,80 14,36 — 10,00 — — 
6,96 14,09 — — 12,15 — 
6,55 13,84 — —_ 11,69 — 
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V. Andere Versuche. 


In Prozenten des Traubenzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 











Gewichts- re | Chlorwasser- iditats- 
Gesamtchlor ia Aciditats HCl: C,H,,0, 
zunahme stoff ' gunahme 





10,77 10,84 — | — 20,25 
10,96 10,30 | —e | — | _ 
14,70 _ 14.55 _ | _ 
14,32 — 14.33 | — — 
2865 | — | - SD ee 
12,63 ; | “ | 11,98 | _ 


VI. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 

















Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | Aciditatszunahme 
l 
122 | 100 | 175 
108 | 102 | 185 


Vil. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 














Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | Acidititszunahme 
87 | 59 | 86 
86 70 | 85 


VIII. Andere Versuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 











Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | Aciditatszunahme 
101 | 99 | 97 
Q4 | 99 | 95 


, 


Die Gewichtszunahmen nach der Einwirkung von Chlor- 
wasserstoff sind hier ganz betriichtlich, sie erreichen allerdings 
nie das molekulare Verhaltnis. Wie aus Tabelle VIII hervor- 
geht, entspricht die gefundene Chlormenge ungefihr der Ge- 


wichtszunahme. 
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Die Auspumpversuche sind dadurch kompliziert, daB das 
Reaktionsprodukt eine kompakte Masse bildet, welche nur an 
ihrer Oberflache eine Abgabe von Gasen gestattet. Darauf ist 
es jedenfalls zuriickzufiihren, daB beim Auspumpen das Ge- 
wicht der Priparate stetig abnimmt, aber nicht so rasch, dah 
in absehbarer Zeit ein Zuriickgehen auf das urspriingliche Ge- 
wicht des Traubenzuckers zu erwarten wire. 

Rechnet man hier in derselben Weise wie bei der Galak- 
tose, so ergibt sich: 


I I] 
Aufgenommener Chlorwasserstoff (hier 
Gewichtszunahme) . . . 68,1 mg 64,0 mg 
Das ausgepumpte Priiparat enthalt wal 
Chlorwasserstoff. . . . . . . . 59,1 mg 54,7 mg 
Beim Auspumpen abgegebener  Chlor- 
wasserstoff¥ . .. . . . . 90mg 9,3 mg 


Gesamtgewichtsverlust | Anapumpen 19,7 mg 13,1 mg 
Demnach beim Auspumpen Wasser ab- 
gegeben. . .. rea «+e 41040 we 28-0 

Es ist also auch —_ — Auspumpen auber Chlorwasser- 
stoff noch etwas anderes (Wasser) abgegeben worden. Die 
Menge dieses abgegebenen Wassers in Vergleich zu stellen 
mit der Menge des noch in den Priiparaten enthaltenen Chlors, 
geht hier nicht an, weil die Abgabe von Gasen nur an der 
Oberfliiche des kompakten Priiparates erfolgte und zweifellos 
im Innern des Priparates noch Wasser enthalten war, das 
aus derselben Quelle stammte. 

Wie aus den Tabellen VI, VII und VIII hervorgeht, wird 
auch hier chemisch gebundenes Chlor durch Einwirkung von 
Wasser als Chlorwasserstoff abgespalten, nur scheint diese 
Abspaltung bei den ausgepumpten Priiparaten (Tabelle VI und 
VII) nicht ganz so leicht zu gehen wie bei der Galaktose, 
weil die Zahlen fiir abgespaltenen Chlorwasserstoff erheblich 
kleiner sind als die fiir Gesamtchlor, trotzdem die Praparate 
sich leicht und vollstandig in Wasser auflisten. 

Die Zahlen fiir Aciditét in Tabelle VI, die betrichtlich 
hdher sind als die Zahlen fiir Gesamtchlor scheinen darauf 
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hinzuweisen, dafi sich bei diesen Prozessen aufer dem abge- 
spaltenen Chlorwasserstoff noch andere saure Produkte ge- 
bildet haben. 

Im tbrigen weisen aber alle festgestellten Tatsachen auf 
dieselben Prozesse hin, welche bei der Galaktose erschlossen 
worden sind, nur erscheinen sie beim Traubenzucker durch die 
kompakte Beschaffenheit der Priéparate maskiert. 


C. Fruchtzucker. 


Der krystallisierte Fruchtzucker war von Kahlbaum be- 


zogen und signiert: «Liavulose aus Inulin I>. 
Chlorwasserstoff verwandelte ihn alsbald in eine lockere, 
kohlige Masse, welche in Wasser nur mehr zum Teile loslich war. 


 Gewichtszunahme bei FEinwirkung von Chlorwasserstoff. 


EE 





Verwendeter Fruchtzucker Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g g | °/o 
1.0045 0.1676 14,49 
1,0457 0.1840 17,60 
1,0076 0.1678 16,65 
1,092 0,158 15,71 
0.2158 0.0487 22.57 
0.2113 0.0701 33,18 
0.5321 0,O811 15,24 
0.5001 0,0957 19,14 
0,5599 0.1157 20,66 
0.5895 0.1070 18,15 
0.6092 0.1337 21,95 
0.8197 0.1047 20,15 
0.5367 0.0794 14,79 
0.5530 0.0597 10,79 
0.4909 0,0953 19,41 
0,5308 0,1038 19.56 
0.5967 0.1486 24,90 
0,5627 0,1185 21,06 
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Il. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen., 


In Milligrammen. 





— 
—_— 
— 
— 
— 
e— 
— 
<< 
< 
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| Vu VIII 





| 


1004,5 1045,7| 5321 500,1) 559,9 | 589,5, 609,2, 519,7 
| | 





Verwendete 


Substanz 





Auf- | | | | | 


. genommener | 167,6 | 184,0| 81,1! 95,7] 115,7 | 107,0} 133.7) 104,7 
i Chlor- | | | | | 
; wasserstoff | | 





enthalt noch | | 
} 
| 


Chlor- | 
e wasserstoff | | 
u am 1. Tagel — | — 53,9 64,8) 71,6 | 74,9} 91,6 53,8 
: : > | 1048 | 118,9| 47,6) 54,41 623! 680) 724 400 


: 80,5 | 100,8| 36,7} 44,8! 453 | 54,6] 440) 20.1 
; 70,5 | 94,2] 33,1) 39,6 35,6 | 46,7) 33,2, 129 
« *% 57,9 | 87,1] 29,6] 345) 26,7! 401) 19,5) 3,7 
» & 4 46,6 | 81,8] 262} 29,7} 160] 325) — | 


2. 
» 3. >» | 91,6 | 1081] 410) 49,5) 5388! 61,5] 593° 306 
i 
5 











> 8 >» — |— | ae ams} — | — | — | — 

. 5 — | 71,4] 196 211; —20}| 185/—17,7\—200 
> es — | 662] 16,7] 15,5 — 12,0 1,2|—279\— 272 
> if. >» 10,3 | 61,3) 13,2) — |—223 2,9|— 38,1'— 34,2 
~ 12| 559| — 2.6|— 33,1 | —6,5|— 48,6 — 43,7 


> 13. >» |—85] 489] 7,01 —65\— 42,7 |—163|—57,1\— 52.6 
> 14. >» [212] 41,6) 3,4'—14,5|\— 52,5 |— 26,5!— 65,3'— 63,7 
> 15 > | — | — | o |~204\~623 |—37,1|—729|-743 
» 16. >» |—400| 28,2} —2,7|— 26,2 69,4 |— 46,5|— 82,7/— 85,8 
> 17, > [50,3 | 23,1} —5,7/— 33,1|— 78,9 |— 56,5|— 94,8\— 98.8 
> m »« bees] ~ |e we | TG | — 

> 19. >» -- 67,9] — |—132)\—455)  — — |-—127,8\-113,9 
> 20. » 1-760} — |—16,0\— 49,8\— 11,41/— 84,6|- 145.5) 121.3 


> 21. » |— 83, _— a oan i a _ 
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Ill. In Prozenten. 
a) 
I 1} Wm | -1v Vo} Vi} vio| val 
Auf- | | | | 
Fee Chlon. | £4:49/17,60, 15,24 19,14 20,66 18,15 21,95) 20,15 
wasserstoff | | | | | | 
enthalt noch | | | | 
Chlor- 
wasserstoff | | | 
am 1. Tage} — aaa 10,13 12,96 12,43 12,71, 15,04 10,38 
> 2 > | 10,431,837 8,95 10,88 aa 11,53, 11,89] 7,70 
>» 3. » 9,12)10,34 7,71 9,90, 9,61 10,43 9,90) 5,89 
_ 8.011 9,64 6,89 8961 809 9.26) 7 99! 3,87 
» Bb >» 702 9,02 6,22, 7,92 6.34 7,92] 5,45 248 
» 6. » 5,77) 8,33, 5,56 6,90) 4,77 6,80 3,20, 0,71 
4 4,64| 7,82 4,92) 5,94 286) 551) — | — 
Ser eee he lhe ee oe 
cf? a oe | 683 3.68 4,22 == 944) — 291 — 3,85 
» 10. >» | — | 633) 314 3,10) —2,14) 1,90) — 4,58) — 5,23 
> 11, >» 1,03, 5,86, 248) — _ 3.98 0,49) — 6,25, — 6,58 
> 12, > | 0,12) 5,35 — | 0,53] — 5,91) — 1,10 —7,98| — 8,41 
> 13. » | 0,85] 4,68 1,32 — 1,30] — 7,63] — 2,76] — 9,37/— 10,12 
ie 21,1) 3,98 0,64 — 2,90 — 9,88) — 4,50)— 10,72) — 12,26 
> Bs wae OF cok oa — 4,08)— 11,13) — 6,2) — 11,97) — 14,80 
16. > |—3,98) 2.70 —0,51/—5, 24|— 12,40 — 7,89)— 13,57 — 16,51 
7. »« 5,01) 2 21|\— 1,07|\— 6 62|— 14,09, — 9,58/— 15,56 — 19,01 
> 18. » |—5,84) — |—1,79—808) — ome _ ‘es 
19. » 1~6,76| — |—248|— 240 — | ai — 20,98 — 21,92 
» 20. » |= 7,57} — |\—3,01/— 9,96!— 20,38)— 14,35'— 23,89/— 23,34 
| a | on mo ae | a 
 — | Se - | - | we 
>» 23. » [-1040); —| — — — | — | —|f— 








Auspumpversuche. 
Gesamtchlor. I. 0,5321 g Fruchtzucker hatten zuge- 
nommen um 0,0811 g = 15,24°/o und nach dem Auspumpen 
= 3,01°/o unter das urspriingliche 


abgenommen bis 0,0160 g 
sie verbrauchten 1,957 ccm Nor- 


Gewicht des Fruchtzuckers; 


malsilberldsung, entsprechend 13,41°/o Chlorwasserstoff. 
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II. 0,5001 g Fruchtzucker hatten zugenommen um 0,0957 g 
= 19,14°/o und nach dem Auspumpen abgenommen bis 0,0498 g 
= 9,96°/o unter das urspriingliche Gewicht des Fruchtzuckers:; 
sie verbrauchten 1,878 ccm Normalsilberlésung, entsprechend 
13,70°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,5599 g Fruchtzucker hatten 
zugenommen um 0,1157 g = 20,66°/o und nach dem Auspum- 
pen abgenommen bis 0,1141 g = 20,38°/o unter das urspriing- 
liche Gewicht des Fruchtzuckers: sie verbrauchten 0,923 ccm 
NormalsilberlOsung, entsprechend 6,01°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5895 g Fruchtzucker hatten zugenommen um 0,1070 g 
= 18,15°/o und nach dem Auspumpen abgenommen bis 0,0846 g 
= 14,35°/o unter das urspriingliche Gewicht des Fruchtzuckers; 
sie verbrauchten 1,200 cem Normalsilberlésung, entsprechend 
7,42°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditat. I. 0,6092 g Fruchtzucker hatten zugenommen 
um 0,1337 g = 21,95°/o und nach dem Auspumpen abgenommen 
bis 0,1455 = 23,89°/o unter das urspriingliche Gewicht des 
Fruchtzuckers; sie verbrauchten 1,239 ccm Normallauge, ent- 
sprechend 203,4 ccm Normallauge fiir 100 g Fruchtzucker. 

II. 0,5197 g Fruchtzucker hatten zugenommen um 0,1047 g 
= 20,15°/o und nach dem Auspumpen abgenommen bis 0,1213 g 
= 23,34°/o unter das urspriingliche Gewicht des Fruchtzuckers; 
sie verbrauchten 1,089 ccm Normallauge, entsprechend 209,5cem 
Normallauge fiir 100 g Fruchtzucker. 


Andere Versuche. 


Gesamtchlor. I. 0,5367 g Fruchtzucker hatten zuge- 
nommen um 0,0794 g = 14,79 °/o und verbrauchten 2,014 ccm 
Normalsilberlisung, entsprechend 13,64°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5530 g Fruchtzucker hatten zugenommen um 0,0596 g 
= 10,79°/o und verbrauchten 1,296 ccm Normalsilberlésung, 
entsprechend 8,53°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0.4909 g Fruchtzucker hatten 
zugenommen um 0,0953 ccm Normalsilberlésung, entsprechend 
16,74°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0.5308 g Fruchtzucker hatten zugenommen um 0,1038 ¢ 
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= 19,56°/o und verbrauchten 2,293 ecm Normalsilberlisung, 
entsprechend 15,76°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditat. I. 0,5967 g Fruchtzucker hatten zugenommen um 
0.1486 g — 24,90°/o und verbrauchten 2,783 ccm Normallauge, 
entsprechend 466,4 ccm Normallauge fiir 100 g Fruchtzucker. 

II. 0.5627 g Fruchtzucker hatten zugenommen um 0,1185 g 
= 21,06°/o und verbrauchten 3,094 ccm Normallauge, entspre- 
chend 549,9 cem Normallauge fiir 100 g Fruchtzucker. 








Fruchtzucker. 


Blindversuche ergaben fiir unveranderten Fruchtzucker 
(je 2 Versuche): 
Gesamtchlor: 0 
Chlorwasserstoff: 0 
Aciditat: 0. 
IV. Auspumpversuche. 


In Prozenten des Fruchtzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 
aD 








Gewichtszunahme Gesamt- | Chlor- | Aciditits- 
nach dem | vor dem wasser- HCl]: C,H,,0, 
Auspumpen | Auspumpen chlor stoff zunahme ° 
— 301 15,24 13,41 — — 20,25 
— 9,96 19.14 13,70 — — ~— 
- 20,38 20,66 ~- 6,01 _— — 
— 14,35 18,15 — 7,42 — —- 
— 23,89 21,95 — — 7,42 -- 
23,34 20,15 -— _ 7,64 — 














V. Andere Versuche. 
In Prozenten des Fruchtzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 











pac | Chlorwasser- | Aciditats- 
Gesamtchlor | 
stoff zunahme 





Gewichts- 


HCI : C,H,,0, 


zunahme | | 





14,79 
10,79 
19,41 
19,56 
24,90 


21,06 


13,69 
8.53 


—s 
—_ 
~e 
* 
“J 
- 
~ 
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VI. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 











_ 
Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
446 30 | 31 
138 52 | 32 


Vil. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 
Tn __________________________ it 





Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditiitszunahme 
88 29 34 
72 41 38 


VIII. Andere Versuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 
Cn ______| 





Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditaétszunahme 
93 | 87 | 68 
79 81 | 9% 


Beim Fruchtzucker ist die Beurteilung der Verhiiltnisse 
wesentlich komplizierter, weil, wie schon die Verkohlung an- 
zeigt, bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff tiefgreifende 
Zersetzungen erfolgen. Aus diesem Grunde kann auch der 
Umstand, dai mehrfach die Gewichtszunahme bei der Einwirkung 
von Chlorwasserstoff grofer ist, als dem molekularen Verhiilt- 
nisse von Chlorwasserstoff und Fruchtzucker entspricht, nicht 
den Ausgangspunkt von Betrachtungen bilden, denen die Mole- 
kulargrofe des Fruchtzuckers zugrunde gelegt wurde. Es kann 
nur konstatiert werden, dab die Gewichtszunahmen sehr hoch 
sind und dafi sie weiters (Tabelle V) nicht durchaus dem auf- 
genommenen Chlorwasserstoffe zugeschrieben werden koénnen. 

Beim Auspumpen (Tabelle II und III) gehen die Praparate 
weit unter das Gewicht des urspriinglichen Fruchtzuckers her- 

3* 
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unter und enthalten trotzdem noch (Tabelle IV und VII) den 
gréften Teil des aufgenommenen Chlorwasserstoffs als deut- 
liches Zeichen daftir, dafB beim Auspumpen reichliche Mengen 
fliichtiger Produkte abgegeben werden. 

Bei diesen tiefgreifenden Zersetzungen und der reichlichen 
Abgabe fliichtiger Produkte scheinen die Werte fiir abspalt- 
baren Chlorwasserstoff und Aciditiét nicht diskutabel. 


D. Rohrzucker. 


Zu den Versuchen diente kiuflicher Wiirfelzucker, der 
fein gepulvert wurde. Bei der Einwirkung von Chlorwasser- 
stoff fand Verkohlung statt und das Priiparat sinterte zu einer 
kompakten kohligen Masse zusammen. 


I. Gewichtszunahme bei Einwirkung von Chlorwasserstoff. 


























a ————_______________ 
Verwendeter Rohrzucker Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g § | %/o 

1,0112 0,1889 | 18,68 
1,0241 0,1867 | 18,23 
1,0043 0,1915 | 19,07 
1,0929 0,2026 | 18,54 
0),2024 0,0397 19,62 
0,2156 0,0437 | 20,27 
0.6003 0,0929 | 15,48 
0.5336 0,0614 | 11,51 
0,6424 0,1010 | 15,72 
0,6366 0,0610 | 9,58 
0.5382 0,0764 14,20 
0.5666 0,0883 | 15,59 
0.5339 0,0742 13,90 
0,5220 0,0685 13,12 
0,6195 0,1200 19,37 
0,5828 0,1122 19,25 
0,5140 0,0663 12,90 

0.5060 0,0925 18,28 . 
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Il. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 


In Milligrammen. 





























1 ou | mM iv 9 | Vi VIE | VII 
—— 
Verwendeter | | | 
1011,2 1024,1 | 600,3 | 533,6 | 642.4 | 636,6 | 538.2 566.6 
Rohrzucker | | | | 
Aufgenommener | | | | | 
188,9 186,7; 92,9 | 61,4 |101,0 | 61,0 76,4 , 883 
t Chlorwasserstoff | | | 
: enthalt noch | | | | | 
Chlorwasserstoff | | | | | 
am 1. Tage | — | 166.5 B42 | 46,2 | 81,5 | 40,8 632 87,8 
> 2 » 156.2; — | 802) 36,5 71,3 | 303 | 540 76,8 
— 145,8| 1449) 76,2 | 312) 611] 21) — — 
; SG 134,4/ 132,7/ 726 | — | 538] 201 | 45,1! 70,7 
» eS 126,4| 123.6; — | 236] 487] — | 400 666 
: &% 1188) 1146) 65,8 | 19,7) — | 163 35,5 63,3 
> 7 > 110,7| 1048) 62,8 | 17,3) 42,1 | 14,7 | 32,7 60,3 
| i oi — | 97,7| 60,2| 165 | 381} 133!) 299 573 
: + es 101,4/ — | 596) 14,2| 347] 121 | 27,5 | 545 
‘eh 4 96,6| 86,5) 56,7 | 12,7/ 322] 111 | 255! 523 
> i. >» 92,7| 81,7} 55,1 | 11,5 | 29,5 | 102 | 234 49,6 
+ @ > 88,3/ 78,9) 532 /| 109| 250 92) 219 472 
xs 84,5) 76,5) 514| 102/| 22.9!) 84) 204) 45,6 
: ae 81,0) 744) 490! 92/| 189! 78) 186) 431 
| ae — | 722| 474] 81/ 166) 7,7] 167) 413 
1 > 16. » _ — | 45,7 | 7,3 | 12,7) 5,7) 14,9 | 39,2 
— — | 678| 436] 61/ 87] 55} 129] 373 
: > me » 72,1) 659 418] 53/| 42) 52) 90] 352 
, > 19. > 70,1; — | 406} 46) 13] 46] 7,7] 326 
: » 20. » 67,6| — | 394] 3,7\-09| 42) 52] 299 
| > 21. > rn a eee en eee. Ceoe ce 
t > 22. > -~|/-|—-}/]-|- ae (pee | 
I > 23. » ae + omit eee ae ae ee ee ee 
| 
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Ill. In Prozenten. 









































—_—_—_—_—_—_—_— ———————EEE 
[| Ww | mw} wi} vii we} vi | vu 
| | | | | | 
mee, 18,23 | 15,48 | 11,51 | 15,72 9,58 14,20. 15,59 
Chlorwasserstoff vine | | | | | 
enthalt noch | | | | | 
Chlorwasserstoff | | | | 
am 1.Tage | — | 16,26) 14,03] 8,66| 12,69) 6,44 | 11,74| 15,49 
e « 15,45| — | 13,36] 6,84! 11,10) 4,76 10,03 | 13,56 
. 3. » | 14,42] 14,15] 12,69] 5,85/ 9,51) 3,79; — | — 
a 13,29| 12,.96| 12,09] — | 887) 3,16) 8,38) 12,48 
— a 12,50| 12,07} — | 4,43) 7,58, — | 7,43) 11,75 
. & « 11,75| 11,19] 10.96] 3,69; — | 256) 6,60] 11,17 
— 10,95 | 10,23] 1046| 3,24 6,56, 2,31| 6,08 | 10,64 
> B > — | 954} 10,03) 3,09, 5,93) 2,09) 5,56) 10,11 
» 9 » 11003} — | 9,93] 266) 540] 1,90) 5,11) 9,62 
«Oe o 955] 845} 944] 238! 5,01| 1,74| 4,74] 9,23 
» Il. > 917} 7,98) 918) 216) 4,59) 1,60) 4,35) 8,75 
12. > 8,73| 7,70) 886] 2,04) 3.89) 1,44) 4,07) 8,33 
‘oe 8,36| 7,47] 8,56} 1,91| 3,57) 1,82, 3,79) 8,05 
ah « 8,01] 7,27] 8,16] 1,72) 2,94) 1,23) 3,46! 7,61 
‘oe < — | 7,05] 7,90] 1,52) 358) 1,11/ 3,10) 7,29 
ec « - | — | 7,61] 1,37! 1,98! 0,90} 2,77] 6,92 
» 17. > - | 662] 7,26| 114| 1,36) 087! 2,40] 6,58 
ae 713| 643) 6,96| 0,99] 0,66| 0,82) 1,67| 6,21 
» 19. > 6,93) — | 676) 086) 0,20) 0,72) 143 5,75 
eh 2 6,69' — | 6.56) 0,70 —0,14) 0,66) 0,97) 5,28 
21. » aac] Una Mianill Hamat Mead Gea Mall Us 
>» 22. » — | _ aa _ —_ | — | — | — 
» 23. >» Ol ae ee ke | ee: ok Fae 


Auspumpversuche. 


Gesamtchlor: I. 0,6003 g Rohrzucker hatten zuge- 
nommen um 0,0929 g = 15,48°/o und nach dem Auspumpen 
noch behalten 0,0394 g = 6,56°/0; sie verbrauchten 1,994 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 12,11°/c Chlorwasserstoff. 
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I]. 0.5336 g Rohrzucker hatten zugenommen um 0,0614 g 
—= 11,51°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0037 g 
= 0,70%o; sie verbrauchten 1,373 ccm Normalsilberlésung, 
entsprechend 9,38 °/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff: I. 0,6424 g Rohrzucker hatten zu- 
genommen um 0,1010 g = 15,72°/o und nach dem Auspumpen 
abgenommen bis 0,0009 g = 0,14°/o unter das urspriingliche 
Gewicht des Rohrzuckers; sie verbrauchten 0,798 ccm Normal- 
silberlésung, entsprechend 4,53°/o Chlorwasserstoff. 

I]. 0,6366 g Rohrzucker hatten zugenommen um 0,0610 g 
= 9,58°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0042 g 
= 0,66°/o; sie verbrauchten 0,877 ccm Normalsilberlésung, 
entsprechend 5,02°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditit: |. 0,5382 g Rohrzucker hatten zugenommen 
um 0,0764 ¢ = 14,20°/o und nach dem Auspumpen noch be- 
halten 0,0052 g = 0,97°/o; sie verbrauchten 1,762 ccm Nor- 
mallauge, entsprechend 327,4 cem Normallauge fiir 100 g 
Rohrzucker. 

II. 0,5666 g Rohrzucker hatten zugenommen um 0,0883 g 


5 
= 15,59°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0299 g 
= 5,28°/o Chlorwasserstoff; sie verbrauchten 1,632 ccm Nor- 
mallauge, entsprechend 286,3 cem Normallauge fiir 100 g Rohr- 


zucker, 


Andere Versuche. 


Gesamtchlor I. 0,5339 g Rohrzucker hatten zugenommen 
um 0,0732 g = 13,90°/o und verbrauchten 1,894 ccm Normal- 
silberldsung, entsprechend 12,94°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5220 g Rohrzucker hatten zugenommen um 0,0685 g 
= 13,12°/o und verbrauchten 1,774 ccm Normalsilberlésung, 
entsprechend 12,39°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff: I. 0,6195 g Rohrzucker hatten zu- 
genommen um 0,1200 g = 19,37°/o und verbrauchten 2,852 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 16,79°/o Chlorwasserstoff. 

li. 0,5828 g Rohrzucker hatten zugenommen um 0,1122 g 
= 19,25°/o und verbrauchten 2,991 ccm Normalsilberlésung, 
entsprechend 18,72°/o Chlorwasserstoff. 
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Aciditat: I. 0,5140 g Rohrzucker hatten zugenommen 
um 0,0663 g = 12,90°/o und verbrauchten 1,749 ccm Normal- 
lauge, entsprechend 340,3 ccm Normallauge fiir 100 g Rohr- 
zucker. 

I]. 0,5060 g Rohrzucker hatten zugenommen um 0,0925 g 
= 18,28°/o und verbrauchten 2,311 ccm Normallauge, ent- 
sprechend 456,7 ccm Normallauge fiir 100 g Rohrzucker. 


Rohrzucker. 


Blindversuche ergaben fiir unveranderten Rohrzucker (je 
2 Versuche). 
Gesamtchlor ». 


Chlorwasserstoff 9. 
Aciditaét: — 0,3 ecm Normallauge fiir 100 g Rohrzucker. 


VI. Auspumpversuche. 
In Prozenten des Rohrzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 




































































tenia mat: ise nanan _ 
Auspumpen | Auspumpen chlor stoff zunahme | C,,H;,0,, 
6.56 | 15,48 12,11 _ soni 10,66 
0.70 | 14,54 9,38 _ _ ‘in 
O14 | 15,72 ~~ 4,53 on i 
0,66 | 9.58 — 5,02 — — 
0.97 | 14,20 _ _ 11,95 - 
528 | 1559 is = 10,45 - 
V. Andere Versuche. 
In Prozenten des Rohrzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 
Gewichts- | a | Chlorwasser- | Aciditats- | HCl: 
zunahme | stoff zunahme | C,,H,,0,, 
13,90 | 12,94 — — 10,66 
13,12 | 12.39 wi <i = 
19.37 | _ 16,79 _ _ 
19,25 _ 18,72 _ - 
12,90 Ste _ 12,41 — } 
18,28 | _ | ~ | 16,66 -_ 
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VI. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 





Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
185 | 3236 | 1232 
1340 761 | 198 


VII. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen), als Chlor- 


wasserstoff berechnet. 


snemmneunal _— 


——_ 











Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | Acidititszunahme 
78 | 29 | Rt 
81 | 52 07 


VIII. Andere Versuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 

















Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
93 | 87 | 96 
94 | 98 | 94 


Ich behandle den Rohrzucker gleich nach dem Frucht- 
zucker, weil auch beim Rohrzucker unter der Einwirkung von 
Chlorwasserstoff eine Verkohlung stattfindet und damit tief- 
greifende Verianderungen angezeigt werden. 

Eine solche tiefgehende Veriinderung wurde schon in 
friiheren Versuchen konstatiert, indem nachgewiesen wurde, 
daf mit Chlorwasserstoff behandelter Rohrzucker Fehlingsche 
Lésung reduziert. Diese Reduktion ist wohl darauf zuriickzu- 
fiihren, da®B der Rohrzucker zum Teile invertiert wurde. 

Diesem Umstande entsprechend sind auch die Gewichts- 
zunahmen bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff bis auf 
eine Ausnahme durchwegs grofer als dem Verhiltnisse von 
einem Molekiile Chlorwasserstoff zu einem Molekile Rohr- 
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zucker entspricht, sie niahern sich vielmehr Zahlen, welche 
dem Verhiltnisse von 2 Molekiilen Chlorwasserstoff auf ein 
Molekiil Rohrzucker zukommen. 

Laut Tabelle VIII entspricht die in den Priaparaten ent- 
haltene Chlorwasserstoffmenge bis auf einen kleinen Rest der 
Gewichtszunahme. 

Keim Auspumpen geht nur das Gewicht eines Praparates 
unter das des urspriinglichen Rohrzuckers herunter, die Ubrigen 
Priiparate haben am Ende des Auspumpens Gewichte, welche 
um ein GréBeres oder Geringeres héher liegen. Diese End- 
gewichte werden in einer kontinuierlichen Gewichtsabnahme 
erreicht. Es macht den Eindruck, als ob dieses Verhalten der 
Rohrzuckerpriiparate sich gewissermafien aus dem Verhalten 
des ‘Traubenzuckers und Fruchtzuckers zusammensetzte. 

Diese ausgepumpten Priparate enthalten noch betriicht- 
liche Mengen von Chlor und eine in analoger Weise wie bei 
friiheren Praparaten angestellte Berechnung ergibt, daf} auch 
hier beim Auspumpen neben Chlorwasserstoff noch betricht- 
liche Mengen von Wasser abgegeben werden, die hier eben- 
sowenig mit den noch im Praparate verbliebenen Chlor- 
mengen in Vergleich gezogen werden k6nnen wie beim 
Traubenzucker. 

Wiewohl alle in Tabelle VIII angefiihrten Zahlen ver- 
hiiltnismaBig recht gut iibereinstimmen, und damit auf eine 
glatte Abspaltung des Chlors als Chlorwasserstoff unter der 
Kinwirkung von Wasser hinzuweisen scheinen, will ich doch 
diese Verhiiltnisse nicht in Diskussion ziehen, weil sie von 
vorneherein als noch komplizierter angenommen werden miissen 
wie bei der Liivulose. Darauf weisen iibrigens auch die recht 
differenten Zahlen der Tabellen VI und VII hin. 


E. Maltose. 


Das beziigliche Priiparat war von Kahlbaum bezogen 
und verinderte sein Aussehen bei der Einwirkung von Chlor- 


wasserstoff nicht. 
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I. Gewichtszunahme bei Einwirkung von Chlorwasserstoff. 
———————————————— EE 








Verwendete Maltose Aufgenommener Chlorwasserstoff 
- 8 8 
1,0408 0,0097 0,93 
1,0312 0.0946 917 
1,0215 0,0805 | 7,88 
1,047 0.0352 | 3,50 
Q),2387 0,0364 15,25 
0,2099 0,0248 11,81 
0,5069 0,0618 12,19 
0,575 0),0483 $38 
0,4785 0,0583 12,18 
0,4712 0,0535 11,35 
0,5850 0.0514 | 8,79 
0,5521 0,0564 | 10,22 
0,5475 0,0425 | 7,76 
0,5070 0),0646 | 12,74 
05392 0,0709 13,15 
0,5239 0.0756 14,43 
0,5489 0,0667 12,15 
0,5060 0.0554 10,95 





Il. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 
In Milligrammen. 
nnn FT 
; | 
1] uw |] | Vio vow | vu | vu 





Maltose 


| 





| 
| 
lo | | 
ers Rane 1031.2 | 506.9 575,5| 478.5 471.2) 5 585,052 
| 
| 





oo 9,7) 946) 618) 483° 583) 53,5 aed 56,4 
enthalt noch | | | 

Chlorwasserstoff | | | | | | 

am 1. Tage 3,9; — | 22,0) 8,7| 10,8] 106 6,4| 12,7 
» 2 > — | — | 175] 50] 71] 47] 45] 56 
. 4 27; — | 13,7/ 31] 41; 28] 19) 21 
— 24 | 10,6; 11,5) 11] 29 —13 7 0.5 











>» 3. » 22} 58; 90;/—01| 22/—21/—08/—24 
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In Milligrammen. (Fortsetzung.) 




















I 1 oom) weseve| ve. ov ovm 
am 6. Tage 20| 20; 78/—14| 1,1/—3,1|/—08|—5,3 
, a 18/07, 64 —24 05/33) — 55 
_ = 15] — 52|\~—S4| OSi—es| ~ |~eg 
_ 2 = | avi .ee — 0,9 | — 4,2) — |+75 
> 10. > 13|— 4,4 30| — |—i5| — — |—7,6 
i, a a ee ee 
12 i41\~6| 27) — |e] aw | we | mw 
‘th: « i2\—7e! oe a | ae | = | — | - 
‘ek « 14/—79/ 04; — | — | — | — | — 
>» 15. » 14, — |'—1,0; — — _— _— — = 
. = on ii ici ee ee 
-— - Wai in | ed ee ee 
» 18 — j-938) - |; — | -—] - | - 
cn a ak ar ar 
20, 3 i on ns oe ne es 
» 21. > ee en eon eee oe ee 
. oa ne ae ee ee ee 
> 23 on lo me — | — a a = 




















Ill. In Prozenten. 











1) ow | mW Wieyv | viej vie vim 


| 
| | 
| 
| 





| 
Aufgen ene | 
meen. 0.98 917 | 1219 838 | 1218 | 11,35 


Chlorwasserstoff | | | | 
| | | aikazacle 
| | 








enthalt noch | | 





Chlorwasserstoff 

















am 1. Tage |os8| — | 434| 1,51 226 225' 1,09] 2,30 
_ — | — | 345] 0,87) 1,48 | im OT 1m 
ae 0,26) — | 2.70) 0,54 0,98} 0,59) 0,32) 0,38 
oe 0.23) 1,03) 2,27] 0,19 0,61 — 0,27\— 0,29 0,09 
— 0,21| 0,56 1,78 |—0,02| 0,46 I~ 0,45|— 0,14/— 0,43 
- oe 019] 0,19] 1.54 |— 0,24) 0,23 \—-0,66\— 0,14|— 0,96 
ae 0,17 |—0,07) 1,26 |—0,42) 0,10 |—0,70| — |—1,00 
» 8 » [or] — | 103 \—060! 004 |-087) — |—1,36 


‘ 
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Ill. In Prozenten (Fortsetzung). 











Ne a 
1] um {| wi}v| wi] swe] vm 
am 9, Tage | — —0,36 0,73 0,19) 0.61 —0,27—0,29 0,09 
a 0,13 —0,43 0,59 — 0,02) 0,46 — 0,45 — 0,14 —0,43 
>» 11. > 0,13 —0,50 043 —0,24 0,23 — 0,66 — 0,14 — 0,96 
‘mm > 0,14/— 0,63) 0,34—0,42, 0,10—0,70 — | —1,00 
» 13. » |013'—068 0,16—0.60' 004—087 — |~1,36 
> 14. > 0,14|—0,77, 0,08 — 0,89 —0,19 — 0,89 — |—1,38 
hm + 014; ~ |—o9) — |-os — | — | — 
> 16. >» ee ee er ee ae 
> 17. > 7 — 0,95 — 0,43 — |—O67 a a 
» 18. > ee eee eee ee 
> 19. > 0,13|—o,91|—-0,777 — | — | — | —] — 
+m » 0,12|—o,98\—0,81} — | — | — | — ] — 
> 21. > 0,10|\—095) — | — | — | —}] —] — 
» 22. » 008} — | — a a ‘am - 
>» 23, >» -_ — 0.96 ra a _ oe oe 





Auspumpversuche. 


Gesamtchlor. I. 0,5069 g Maltose hatten zugenommen 
um 0),0618 g = 12,19°/o und nach dem Auspumpen abgenommen 
bis 0,0041 g = 0,81°/o unter das urspriingliche Gewicht der 
Maltose; sie verbrauchten 0,524 ccm Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 3,77°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5755g Maltose hatten zugenommen um 0,0483 g 
= 8,38°/o Chlorwasserstoff und nach dem Auspumpen abge- 
nommen bis 0,0051 g = 0,89°/o unter das urspriingliche Ge- 
wicht der Maitose; sie verbrauchten 0,203 cem Normalsilber- 
losung, entsprechend 1,29°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,4785 g Maltose hatten zuge- 
nommen um 0,0583 g = 12,18°/o und nach dem Auspumpen 
abgenommen bis 0,0032 g = 0,67°/o unter das urspriingliche 
Gewicht der Maltose: sie verbrauchten 0,259 cem Normalsilber- 
ldsung, entsprechend 1,97°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,4712 g Maltose hatten zugenommen um 0,0535 g 
= 11,35°/o und nach dem Auspumpen abgenommen bis 0,0042 g 
= 0,89°/o unter das urspriingliche Gewicht der Maltose; sie 
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verbrauchten 0,233 cem Normalsilberlésung, entsprechend 1,80°/o 
Chlorwasserstoff. 

Aciditit. I. 0,5850 g Maltose hatten zugenommen um 
0,0514 g = 8,79°/o und nach dem Auspumpen abgenommen 
bis 0,0008 g = 0,14°/o unter das urspriingliche Gewicht der 
Maltose; sie verbrauchten 0,353 ccm Normallauge, entsprechend 
60,3 cem Normallauge fiir 100 g Maltose. 

I]. 0.5521 g Maltose hatten zugenommen um 0,0564 g 

10,22°/o und nach dem Auspumpen abgenommen bis 0,0076 g 
= 1,38°/o unter das urspriingliche Gewicht der Maltose; sie 
verbrauchten 0,314 ecm Normallauge, entsprechend 56,9 ccm 
Normallauge fiir 100 g Maltose. 


Andere Versuche. 


Gesamtchlor. I. 0,5475 g Maltose hatten zugenommen 
um 0.0425 ¢ = 7,76°/o und verbrauchten 0,924 ccm Normal- 
silberlésung, entsprechend 6,15°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5070 g Maltose hatten zugenommen um 0,0646 g 
= 12,7%°/o und verbrauchten 1,599 cem Normalsilberl6sung, 
entsprechend 11,50°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,5392 g Maltose hatten zuge- 
nommen um 0,0709 g = 13,15°/o und verbrauchten 1,819 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 12,30°/o Chlorwasserstoff. 

Il. 0,5239 g Maltose hatten zugenommen um 0,0756 g 
= 14,43°/o und verbrauchten 1,940 cem Normalsilberlosung, 
entsprechend 13,51°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditaét. I. 0,5489 g Maltose hatten zugenommen um 
0.0667 g = 12,15°/o und verbrauchten 1,780 cem Normallauge, 
entsprechend 324,3 cem Normallauge fiir 100 g Maltose. 

II. 0,5060 g Maltose hatten zugenommen um 0,0554 g 
= 10,95°/o und verbrauchten 1,422 ecm Normallauge, entspre- 
chend 281,0 cem Normallauge fiir 100 g Maltose. 


Maltose. 
Blindversuche ergaben fiir unverinderte Maltose (je 2 Ver- 
suche): 
Gesamtchlor: O 


Chlorwasserstoff: 0 
Aciditat: 0,9 cem Normallauge fiir 100 g Maltose. 



























































° . . , , A” 
Einwirkung von Chlorwasserstoffgas auf Kohlenhydrate. XV. 44 


IV. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Maltose, als Chlorwasserstoff berechnet. 




































































isiriniiagarammanen: Gesamt- | Chlor- | Aciditats-]| 
nach dem vor dem okies wasser- | nahme HC): (C,,H,,9,, 
Auspumpen | Auspumpen stoff ieee 
— O81 | 1219 a7? om 10,66 
~~ 68 8 38 1,29 - _ os 
— 0,67 12,18 1,97 — — 
— 0,89 11,35 — 1.80 - — 
— 0,14 8.79 = — 2.16 — 
: 
: — 1,38 10,22 — 2.04 
V. Andere Versuche. 
In Prozenten der Maltose, als Chlorwasserstoff berechnet. 
T_T 
, . . >. “~wWwaccar rditate 
Gewichts- |G .camtchlor | Ghlorwasser- | Aciditats- HCI:C,,H,,0,, 
zunahme stoff | zunahme | 
7,76 | 615 | . | 10,66 
| 
12,74 | = 41,50 ——- | _- ~- 
| | | 
13,15 | — | = 12,30 | | — 
14,43 | — | 13,51 | ~ | _ 
12,15 | — | — | 11,79 ne 
10,95 | - | _ 10,21 —_ 
VI. Auspumpversuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 
it 
Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | Aciditétszunahme 
467 | 294 | 1543 
145 202 148 
Vil. Auspumpversuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 
| Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 





31 16 2) 
15 16 20) 
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VIII. Andere Versuche. 


- 


In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 











Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
79 | 94 97 
QQ) G4 93 





Auch die Maltose nahm in den verschiedenen Versuchen 
(Tabelle I) bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff verschieden 
an Gewicht zu. Die Gréfe der Gewichtszunahme bewegt sich 
im allgemeinen um eine Zahl herum, welche dem Verhaltnisse 
von einem Molekiile Chlorwasserstoff auf ein Molekiil Maltose 
entspricht. Eine Anzahl von Versuchen fiihrt allerdings zu 
nennenswert hdheren Zahlen, was auch hier dahin gedeutet 
werden kénnte, dai eine Inversion der Maltose stattgefunden 
hat, aber nicht so gedeutet werden mul. !m_ iibrigen kehren 
dieselben Verhiiltnisse wieder, welche bei der Galaktose kon- 
statiert worden sind, und zwar: 

Beim Auspumpen gehen die Priparate fast durchwegs 
auf ein Gewicht herunter, welches unter dem der urspriing- 
lichen Maltose liegt und enthalten trotzdem noch erheblich 
Chlor. Die Praparate geben beim Auspumpen aufer Chlor- 
wasserstoff auch Wasser ab und zwar mehr als dem zuriick- 
gebliebenen Chlor entspricht. Bei der Einwirkung von Wasser 
wird das in den Priaparaten enthaltene Chlor rasch als Chlor- 


wasserstoff abgespalten. 


F. Milchzucker. 


Zu den Versuchen wurde ein aus dem Handel bezogener 
Milchzucker verwendet, welcher den Anforderungen der 6ster- 
reichischen Pharmakopoe entspricht. Er verinderte bei der 
Einwirkung von Chlorwasserstoff sein Aussehen nicht. 














i ooo 
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I. Gewichtszunahme bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff. 




















Verwendeter Milchzucker Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g : | “ 
1,0382 0,0114 1,10 
1,0250 0,0025 0,24 
1,077 0,0014 0,13 
! 1,0719 0,0027 0,25 
2 0,2267 0,0126 5,56 
: 0,2531 0,0066 2.64 
: 1,0334 0,0006 0,06 
: 1,0101 0,0009 0,09 
| 1,0426 0,0010 0,10 
0,8509 0,0008 0,09 
0,4348 0,0017 0,39 
; 0,5044 0,0006 0,12 
' 0,4157 0,0001 0,02 
f 0,4214 0,0004 0,10 
0,5779 0,0062 1,07 
0,6026 0,0032 0,53 
0,5055 0,0117 231 
0,5505 0,0157 2.85 
0,5168 0,0058 1,12 
0,5210 0,0064 1,23 
0.5370 0,0084 1,56 
0,5533 0,0073 1,32 
. 0,4858 0,0113 2,32 
: 90,5121 0,0055 1,07 
; 0,5281 0,0118 2,23 
0,5148 0,0090 1,75 












































i II. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 
i In Milligrammen. 

| 1 |u| m{|wifv i] wel ve jv 
Verwendeter lacie ¥ | ay peenany ere P 
Milchzucker 1038,2 ka | 577,9 | 602,6 | 5083,5 | 990,9 | 516,8 21,0 
Aufgenommener 1 | wel aa 7| 1571 58 

; Giilmaamatedl 11,4) 14 6,2 | 3,2} 11,7 | 15,7 | ad 6,4 
: enthalt noch | | | | | | | 

; Chlorwasserstoff | | | | | 

am 1. Tage — |—01/ 06) O 25; 3,7; O5| 08 
t | | | | 

] > @& >» 23; @ 1 Gi: 12} 26)/—02|—0,4 
: Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 4 
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VIII. Andere Versuche. 


- 


In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 











Gesamtchlor Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
79 | 94 97 
() G4 93 





Auch die Maltose nahm in den verschiedenen Versuchen 
(Tabelle 1) bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff verschieden 
an Gewicht zu. Die GroéSe der Gewichtszunahme bewegt sich 
im allgemeinen um eine Zahl herum, welche dem Verhiltnisse 
von einem Molektile Chlorwasserstoff auf ein Molekil Maltose 
entspricht. Eine Anzahl von Versuchen fihrt allerdings zu 
nennenswert hdheren Zahlen, was auch hier dahin gedeutet 
werden kénnte, daf eine Inversion der Maltose stattgefunden 
hat, aber nicht so gedeutet werden muf. Im _ iibrigen kehren 
dieselben Verhiiltnisse wieder, welche bei der Galaktose kon- 
statiert worden sind, und zwar: 

Beim Auspumpen gehen die Priéparate fast durchwegs 
auf ein Gewicht herunter, welches unter dem der urspriing- 
lichen Maltose liegt und enthalten trotzdem noch erheblich 
Chlor. Die Praparate geben beim Auspumpen aufer Chlor- 
wasserstoff auch Wasser ab und zwar mehr als dem zuriick- 
gebliebenen Chlor entspricht. Bei der Einwirkung von Wasser 
wird das in den Priparaten enthaltene Chlor rasch als Chlor- 
wasserstoff abgespalten. 


F. Milechzucker. 


Zu den Versuchen wurde ein aus dem Handel bezogener 
Milchzucker verwendet, welcher den Anforderungen der 6ster- 
reichischen Pharmakopoe entspricht. Er verdnderte bei der 
Einwirkung von Chlorwasserstoff sein Aussehen nicht. 
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I. Gewichtszunahme bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff. 











Veauiiatas Siidinstie r Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g g | g 
1,0382 0,0114 1,10 
1,0250 0,0025 0,24 
1,0778 0,0014 0,13 
1,0719 0,0027 0,25 
0),2267 0,0126 5,56 
0),2531 0,0066 2,61 
1,0334 0,0006 0,06 
1,0101 0,0009 0,09 
1,0426 0,0010 0,10 
0,8509 0,0008 0,09 
0,4348 0,0017 0,39 
0,5044 0,0006 0,12 
0,4157 0,0001 0,02 
0,4214 0,0004 0,10 
0.5779 0),0062 1,07 
0,6026 0,0032 0,53 
0,5055 0,0117 2,31 
0,5505 0,0157 2,85 
0,5168 0,0058 1,12 
0,5210 0,0064 1,23 
0,5370 0,0084 1,56 
0,5533 0,0073 1,32 
0,4858 0,0113 2,32 
5121 0,0055 1,07 
0,5281 0,0118 2.23 
0,5148 0,0090 1,75 








II. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 


In oe 














I | | vi ove) vi vin 





Taraeneeer fieage| 1077.8 577,9 550, 5168 521,0 


‘iihimaion 602,6 | 505,5 | 





| 
3.2] 11,7} 15,7| 58) 6,4 





j 
| 
| 
| | | 
| 
| 
| 











Aufgenommener “i : 
Chlorwasserstoff 11,4 | 1,4 | 6,2 | 
enthalt noch | | | | | 
Chlorwasserstoff | | | 
am 1. Tage — | — 0,1 | 06) O 2.5| 3,7] Om 0,8 
> 2 > os) @) + 12| 26)/—02|—04 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 4 











50 Theodor Panzer, 





In Milligrammen. (Fortsetzung.) 


nT TT me 
mM} We} Vo} We} va | va 


























1 | Wt | 

am 8. Tage 09, og] — | — | o7| 17/—04] 0 

» 4 > 02) — | — | — | 04) 14/—06} 0 
y is ——— eee o,f 0,9|—08| — 
7 — |—Otl = | « [el Glee a 
os Lieeg @ | ee Le OT eo 2 
ee eee eee ee 
> % >» [—11/—04) — | — | — |—os] — | — 
ee ee eee ee 
ae eee ee ee ee 2 
» 12, > a ae ee eee 2 
>» 18. » ee: en ee ae 
Sh « nla Pee Fd oe ee 2 
>. Ee me fowe me | we Fe Fe 
» 16. >» — 1,9 — 0,5 ee eee es ee ee 
17. > [—18;/—-05; —|—/;/—/]—j];—|-— 
ye io | cee 1 ea Biro TP dae Gees ae a 
— oe ae eee eee ee ee 
2 ee ee nee een ee ee 

















III. In Prozenten. 

















1} u | mf]wifv | wi) vw] vm 
| | 
Aufgenommener : | | _ 
1,10 | 0,13 | 1,07 | 0,53 | 2,31 | 2,85 | 1,12 | 1,23 
Chlorwasserstoff 
| 








enthalt noch | | 





Chlorwasserstoff | 
am 1. Tage — ;— 0,01, 0,10 0 0,50, 0,67; 0,10) 0,16 


| 
> 020 0 | 008} — | 0,24! 0,47\—0,04) 0,08 

















. 2 

a 0,08-+0,02, — | — | 014 0,31'—0,08) 0 
eee 0023 — | — | — | 008] 0,25\—0,12] 0 
_— oe — |~e08} — 1 -  e 0,16|— 0,18 = 
— = — [oo] — | — |-o,t0] 0,13)--0,13] — 
. Bs — 0,09|— 0,01) — _ 0.12 





Of met fre 
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III. In Prozenten (Fortsetzung.) 
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Auspumpversuche. 


Gesamtchlor. I. 0,5779 g Milchzucker hatten zuge- 
nommen um 0,0062 g = 1,07°/o und nach dem Auspumpen 
noch behalten 0,0005 g = 0,08°/o; sie verbrauchten 0,030 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 0,19°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,6026 g Milchzucker hatten zugenommen um 0,0032 g 
= 0,53°/o und sind beim Auspumpen wieder auf ihr urspriing- 
liches Gewicht zuriickgekehrt; sie verbrauchten 0,010 ccm Nor- 
malsilberlésung, entsprechend 0,06°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,5055 g Milchzucker haben zu- 
genommen um 0,0117 g = 2,31°/o und nach dem Auspumpen 
abgenommen bis 0,0006 g = 0,12°/o unter das urspriingliche 
Gewicht des Milchzuckers; sie verbrauchten 0,084 ccm Nor- 
malsilberlésung, entsprechend 0,61°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5505 g Milchzucker hatten zugenommen um 0,0157 g 
= 2,85°/o und nach dem Auspumpen abgenommen bis 0,0005 g 
= 0,09°/o unter das urspriingliche Gewicht des Milchzuckers; 
sie verbrauchten 0,020 ccm Normalsilberlésung, entsprechend 
0,13°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditit. J. 0,5168 g Milchzucker hatten zugenommen 
um 0,0058 g = 1,12°/o0 und nach dem Auspumpen abgenommen 

4* 
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bis 0,0008 g = 0,15°/o unter das urspriingliche Gewicht des 
Milchzuckers; sie verbrauchten 0,028 ccm Normallauge, ent- 
sprechend 5,4 ccm Normallauge fiir 100 g Milchzucker. 

Il. 0,5210 g Milechzucker hatten zugenommen um 0,0064 g 
= 1,23°/o und sind nach dem Auspumpen wieder auf ihr ur- 
springliches Gewicht zuriickgekehrt; sie verbrauchten 0,054 ccm 
Normallauge, entsprechend 10,4 ccm Normallauge fiir 100 g 
Milchzucker. 


Andere Versuche. 


Gesamtchlor. I. 0,5370 g Milchzucker hatten zuge- 
nommen um 0,0084 g = 1,56°/o und verbrauchten 0,164 ccm 
Normalsilberl6sung, entsprechend 1,11°/o Chlorwasserstoff. 

I]. 0,553 g Milchzucker hatten zugenommen um 0,0073 g 
= 1,32°/o und verbrauchten 0,045 ccm Normalsilberlosung, 
entsprechend 0,30°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. J]. 0,4858 g Milchzucker hatten zu- 
genommen um 0,0113 g = 2,32°/o und verbrauchten 0,263 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 1,98°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5121 g Milehzucker hatten zugenommen um 0,0055 g 
= 1,07°/o und verbrauchten 0,102 ccm Normalsilberlésung, 
entsprechend 0,73°/o Chlorwasserstoff, 

Aciditat. I. 0,5281 g Milchzucker hatten zugenommen 
um 0,0118 g = 2,23°/o und verbrauchten 0,252 ecm Normal- 
lauge, entsprechend 47,7 ccm Normallauge fiir 100 g Milchzucker. 

Il. 0,5148 g Milchzucker hatten zugenommen um 0,0090 g 
= 1,75°/o und verbrauchten 0,206 ccm Normallauge, entspre- 
chend 40,0 ecm Normallauge fiir 100 g Milchzucker. 


Milehzucker. 


Blindversuche ergaben fiir unverinderten Milchzucker (je 
2 Versuche): 
Gesamtchlor: O 


Chlorwasserstoff: 0 
Aciditiit: 2,4 eem Normallauge fiir 100 g Milchzucker. 
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IV. Auspumpversuche. 


a3 


In Prozenten des Milchzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 























aigemarempanes Gesamt- | Cblor- | Aciditats-| HCI: 
nach dem | vor dem wasser- 
Auspumpen | Auspumpen chlor stoff zunahme | C,H,,0,, 
008 | 1,07 0,19 “ a x 
0 | 0,53 0,06 aaa a - 
— 012 | 231 _ 0,61 “ so 
— 009 | 2,85 in 0,13 “a 7 
—015 | 1,12, -- — 0,11 - 
) 1,23 — — (),29 = 














V. Andere Versuche. 


In Prozenten des Milchzuckers, als Chlorwasserstoff berechnet. 
Tid 





Gewichts- a mtchlor | Chlorwasser- | Aciditiits- | HCI: 
zunahme | stoff zunahme Celt as 
1,56 111 | _ | ma | 10,66 
1,32 030 | = en Ee 
2,32 | | 198 | -- — 
af - |° a | ~ os 
2,23 ae ae 1,65 " 
1,75 = | “ 1,37 se 


VI. Auspumpversuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen), als Chlor- 


wasserstoff berechnet. 














Gesamtchlor Chlorwasserstoff | Aciditalszunahme 
238 508 | 73 
me 144 a 


VII. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen), als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 





Chlorwasserstoff Acidititszunahme 
18 | 27 | 10 

} 
11 5 23 





Gesamtchlor 
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_ VIII. Andere Versuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 


a Eee 














Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | — Aciditiitszunahme 
2 | 
71 | 85 74 
23 | 68 | 78 


Die Beurteilung der Verhaltnisse beim Milchzucker ist 
nicht ganz leicht, weil die Veri&nderungen, welche der Chlor- 
wasserstoff hervorbringt, in vielen Fallen nur gering sind, so 
daB bei den quantitativen Untersuchungen nur kleine Zahlen, 
bezw. Differenzen erhalten werden, welche vielfach nicht gréBer 
sind als die unvermeidlichen Versuchsfehler. Es macht den 
EKindruck, als ob der Chlorwasserstoff in manchen Fiillen so 
gut wie gar nicht angreifen wiirde. Dies ist umso bedauerlicher, 
als sich gerade aus Milchzucker die wirksamsten Diastase- 


priparate erzielen lieben. 
Will man die kleinen Differenzen nicht als Versuchsfehler 


deuten, dann kann man allerdings aus ihnen dieselben Ver- 
hiiltnisse herauslesen, welche bei der Galaktose eingehender 


besprochen worden sind. 
G. Starke. 


Zu den Versuchen diente gewohnliche kaufliche Weizen- 
stiirke. Sie verinderte ihr Aussehen bei der Behandlung mit 
Chlorwasserstoff nicht. 


I. Gewichtszunahme bei der Einwirkung von Chlorwasserstoff. 














Verwendete Starke. Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g g | g 
0,9211 0,0240 | 2.61 
0,9199 0,0205 | 2,23 
0.9453 0,0161 | 1,70 
0,8715 0,0137 1,57 
0,1673 0,0064 3,82 
0,1901 0,0061 | 3,21 
0,4066 0,0073 | 1,79 
0,4246 0,0094 | 2.21 
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(Fortsetzung.) 
Verwendete Starke Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g = < 

0,4809 0,0096 2 00) 
0,5472 0,0106 1,94 
0,4741 0,0091 1,92 
0,4025 0,0063 1,56 
0,5198 0,0137 2.63 
0,4284 0,0080 1,87 
0,4948 0,0139 2,81 
0,5280 0,0196 3,71 
0,4347 0,0088 2,02 
0,4671 0,0081 1,73 





Il. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 





In Milligrammen. 
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1) uw | mi] wiv |] wl vie jvm 
Verwendete | go14 | 9453 1066 | 424,6 | 480,9 | 47,2 | 474,1 | 402.5 
Starke | | | 
Aufgenommener} 949 | 161 | 7,3 | 94 | 96 | 106!) 91 | 63 
Chlorwasserstoff | 
enthalt noch | | | 
Chlorwasserstoff | | | 
am 1.Tage | 28,6| 37,5| 155 | 13,3 | 206/ 194) 20,4 | 130 
. = 327 | 394/ 148| 12,3/ 201/ — | — | 129 
» 3 >» — | 96/ — 10,5 — | 194! 203 | 12,1 
., es 341/ — | 146/ 84] — | 198) 197, — 
or 33,9] 403] 133/ — | 190) 191] 196) — 
~ ens 34,2 | 406! 124/ 66) 190) 186) 196 96 
ses 342/ 419| 120/ 64) — | — | — | 86 
» ee) de we | ee | ee | a ee | 
— a 33,4] 41441 94] — a 
» 10. » wie 414] 89] -- 176) 175) — 
> 11. > Si) «| oer |) wet — P 
« - > 328 | 44,7} - oo) 2 a ~s 
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In Milligrammen. (Fortsetzung.) 


_ 
are LE SA AT A SS 


1 |) mu | mi] wiv | we | vo jvm | 


wel Miter 




















am 13. Tage 32,5 — 41,6 | ae 15,0 — | — | — 
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Ill. In Prozenten. 


SS : 1 


I | Wo | Wm | Iv V VI so VI | «VII 
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Aufgenommener | 9 61 | 1,70 | 1,79 | 2,21 | 2,00| 1,94 | 1,92 | 1.56 
Chlorwasserstoff Se — a fe 4 





enthalt noch 
Chlorwasserstoff 
am 1. Tage | 3,11 | 3,97 | 3,69 313 428 | 3,56 | 4,30] 3,23 
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In Prozenten. (Fortsetzung.) 
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Auspumpversuche. 


Gesamtchlor: I. 0,4066 g Starke hatten zugenommen 
um 0,0073 g = 1,79°/o und nach dem Auspumpen noch be- 
halten 0,0055 g = 1,35°/o; sie verbrauchten 0,016 cem Normal- 
silberlédsung, entsprechend 0,14°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,4246 g Stirke hatten zugenommen um 0,0094 g — 
2,21°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0064 g = 
1,51°/o; sie verbrauchten 0,034 eem Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 0,29°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff: 1.0,4809 g Stiirke hatten zugenommen 
um 0,0096 g = 2,00°/o und nach dem Auspumpen noch be- 
halten 0,0150 g = 3,12°/o; sie verbrauchten 0,037 cem Normal- 
silberlisung, entsprechend 0,28°/o Chlorwasserstoff. 

Il. 0.5472 g Stirke hatten zugenommen um 0,0106 g = 
1,94°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0138 g — 
2,52°%/o; sie verbrauchten 0,037 cem Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 0,25°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditaét: I. 0,4741 g Stiirke hatten zugenommen um 
00,0091 g = 1,92°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 
0,0196 g = 4,14°/o; sie verbrauchten 0,072 ccm Normallauge, 
entsprechend 15,2 vem Normallauge fiir 100 g Stirke. 

II. 0,4025 g Stirke hatten zugenommen um 0,0063 ¢ = 
1,56°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0086 g = 
2,14°/o; sie verbrauchten 0,042 cem Normallauge, entsprechend 
10,4 cem Normallauge fiir 100 g Starke. 
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Andere Versuche. 


Gesamtchlor. I. 0,5198 g Starke hatten zugenommen 
um 09,0137 g = 2,63°/o und verbrauchten 0,302 ccm Normal- 
silberlésung, entsprechend 2,12°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,4284 g Starke hatten zugenommen um 0,0080 g = 
1,87°/o und verbrauchten 0,264 ccm Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 2,25°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff: 1. 0,4948 g Stirke hatten zugenommen 
um 0,0139 g = 2,81°/o und verbrauchten 0,364 cem Normal- 
silberlésung, entsprechend 2,66°/o Chlorwasserstoff. 

I]. 0,5280 g Stirke hatten zugenommen um 0,0196 g = 
3,71°/o und verbrauchten 0,142 cem Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 0,98°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditit: I. 0,4347 g Stirke hatten zugenommen um 
0,0088 g = 2,02°/o und verbrauchten 0,151 ccm Normallauge, 
entsprechend 34,7 cem Normallauge fiir 100 g Stirke. 

I]. 0,4671 g Starke hatten zugenommen um 0,0081 g = 
1,73°/o und verbrauchten 0,169 cem Normallauge, entsprechend 
36,2 ccm Normallauge fiir 100 g Starke. 


Stirke. 


Blindversuche ergaben fiir unveriinderte Stirke (je 
2 Versuche): 

Gesamtchlor: 0. 

Chlorwasserstoff: 0. 

Aciditaét: 8,3 eem Normallauge fir 100 g Starke. 


IV. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Stirke, als Chlorwasserstoff berechnet. 


as 























Gewichtszunahme Chlor- sit 
nach dem | vor dem ued heise nenieanh HCl: C,H,,0; 
Auspumpen | Auspumpen chlor stoff | Zunahme 

1,35 | 1,79 0,14 — — 22,50 

151 | 2,21 0,29 — — — 

3,12 | 2,00 — 0,28 _ -- 

2.52 | 1,94 — 0,25 — — 

414 | 1,92 - — 0,25 - 














214 | 1,56 ci - 0,28 _ 




















Pertemaaemanatid 
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V. Andere Versuche. 
In Prozenten der Starke, als Chlorwasserstoff berechnet. 



































Gewichts- | Cieaiaaelia Chlorwasser-| Aciditiits- = CH,,0, 
zunahme stoff zunahme_ | 

268 | 2f2 | — ia 22,50 

1,87 | 995 | ~ . << om 

2,81 | —_ 2.66 | _ 

3,71 ; 2.98 i - 

2,02 | - _ 0,96 | —— 

1,73 _ ss 1,02 


VI. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen) als Chlor- 


wasserstoff berechnet. 
eames 








Gesamtchlor Chlorwasserstoff | Acidititszunahme 
10 | 9 | 6 
19 10 | 4 


VII. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen) nach Chlor- 
wasserstoff berechnet. 




















Gesamtchlor Chlorwasserstoff | Aciditatszunahme 
8 | 14 | 13 
13 | 13 | 3 


VIII. Andere Versuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 























Gesamtchlor Chlorwasserstoff Acidititszunahme 
81 | 95 | 47 
121 | 27 59 





Die Gewichtszunahme, welche die Starke bei der Ein- 
wirkung von Chlorwasserstoff erleidet, kann als mittlere be- 
zeichnet werden. Sie kann natiirlich nicht auf das Molekular- 
gewicht bezogen werden. 

Ein eigentiimliches Verhalten zeigen die Priaparate bei 
dem Auspumpverfahren und zwar ein so gleichmabiges Ver- 
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halten in_allen Versuchen, daB es nicht mehr als Zufall ange- 
sehen werden kann. In den allerersten Tagen des Auspump- 
verfahrens nehmen die Priaparate an Gewicht zu bis zu einem 
Héhenpunkte, von welchem an in den folgenden Tagen das 
Gewicht allméhlich abfallt bis zu einem gewissen Ruhepunkte, 
der in vielen Fillen noch tiber dem Gewichte der Stirke un- 
mittelbar nach der Behandlung mit Chlorwasserstoff liegt, 
immer aber iiber dem Gewichte der urspriinglichen Stirke. 

Indem ich mir noch einige Siitze iiber diese Tatsache fiir 
den Schluf dieses Aufsatzes aufbewahre, méchte ich vorliufig 
nur folgende Vorstellung entwickeln: 

Die mit Chlorwasserstoff behandelte Stirke ist sehr hy- 
groskopisch und zwar so sehr, dafs die unvermeidlichen Han- 
tierungen, wie das Offnen des Stépsels beim Einstellen des 
Priiparates in den Exsikkator und dergl. schon gentigen, um 
eine nennenswerte Gewichtszunahme zu verursachen. Diese 
Hygroskopizitaét bedingt aber nicht nur eine einfache Aufnahme 
von Wasser, sie wire also nicht etwa der Hygroskopizitat 
des Chlorealciums gleichzustellen, das aufgenommene Wasser 
bewirkt vielmehr einen chemischen Proze’, so daf diese Hy- 
groskopizitiit etwa der der meisten Séurechloride an die Seite 
zu setzen wire. Die Hygroskopizitiét der Stérkepriparate hort 
so wie bei den Siiurechloriden auf, sobald der chemische 
Prozef, den das aufgenommene Wasser durchfiihrt, beendet 
oder bis zu einem gewissen Gleichgewichte gekommen ist. 
Von da ab geben nun die Stirkepraparate wieder Wasser ab 
und zwar Wasser, welches entweder durch den weiteren Ver- 
lauf desselben Prozesses oder durch einen anderen nebenher 
laufenden chemischen Prozefi gebildet wurde. Diese Wasser- 
abgabe erfolgt so lange, bis dieser zweite Prozefi beendet oder 
in ein Gleichgewicht gekommen ist. 

Ich stelle mir nicht vor, da beide Prozesse fiir das ge- 
samte Priiparat zeitlich scharf von einander getrennt sind, wenn 
auch vielleicht fiir das einzelne Molekil der eine Prozei dem 
anderen vorangehen mub, sondern vielmehr, da beide Prozesse 
neben einander einhergehen, wobei nur in den ersten Tagen 
der eine Prozef iiberwiegt, in den spiiteren Tagen der andere. 
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So erklire ich mir, warum die Priiparate am Ende des 
Auspumpverfahrens ein wesentlich anderes Gewicht besitzen 
als unmittelbar nach der Behandlung mit Chlorwasserstoff und 
auch ein anderes, als es die urspriingliche Starke hatte. 

Da der gedachte Prozefi der leichten Wasseraufnahme 
natiirlich auch schon bei jenen Hantierungen vor sich gehen 
muBte, welche notwendig waren, um das eben mit Chlorwasser- 
stoff behandelte Priiparat zur Wigung zu bringen, so erkliirt 
sich daraus weiters die Tatsache, daf bei der Chlorbestimmung 
aus solchen Priiparaten (Tabelle V) wesentlich andere Werte 
gefunden wurden, als der Gewichtszunahme entsprechen, und 
daB ebenso bei den ausgepumpten Priparaten die Chlormengen 
in gar keinem Verhiltnisse stehen zu dem Plus an Gewicht, 
das diese Priparate gegeniiber dem Gewichte der urspriing- 
lichen Stiirke aufweisen. 

Bei der Galaktose wurde ausdriicklich darauf verwiesen, 
dafi die Priiparate ein etwas hdheres Gewicht zeigen, als der 
tatsiichlich vorhandenen Chlormenge entspricht, und bei einigen 
anderen Kohlenhydraten wurde Gleiches beobachtet. Ich méchte 
mir dieses Gewichtsplus in derselben Weise erkliren. Ich nehme 
dort ebenso eine Hygroskopizitat an wie bei den Stiarkepriipa- 
raten, nur mit dem Unterschiede, dafi der Grad der Hygro- 
skopizitiét individuell verschieden ist, so dal es bei der Galak- 
tose und anderen bisher behandelten Kohlenhydraten nur zu 
der relativ geringfiigigen Erscheinung kommt, ohne daf die 
Praiparate wie bei der Starke im Verlaufe des Auspumpver- 
fahrens weiter an Gewicht zunehmen. 

Soweit die komplizierten Verhiiltnisse bei der Stirke eine 
Beurteilung der iibrigen Zahlen (fiir abspaltbaren Chlorwasser- 
stoff und Aciditét) zulassen, scheinen bei der Starke iihnliche 
Verhiltnisse obzuwalten wie bei der Galaktose. 


H. Lésliche Stirke. 


Als Ausgangsmaterial diente ein Kah]baumsches Prii- 
parat: «Stirke léslich». Es veranderte sein Aussehen bei der 
Einwirkung von Chlorwasserstoff nicht. 
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I. Gewichtszunahme bei Einwirkung von Chlorwasserstoff. 

















Verwendete lds]. Starke Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g g | */o 
0,8873 0,0073 | 0,82 
0,8650 0.0144 | 1,67 
0,896 0,0063 | 0,70 
0,8347 0,0056 | 0,67 
0,2313 0,0035 | 1,51 
0.2004 0,0046 | 2.30 
0,4091 0,0097 | 2.37 
0,4275 0,0044 | 1,03 
0,4934 0,0098 | 1,99 
0,5162 0,0046 | 0,89 
0,4532 0,0037 0,82 
0,5664 0,0045 0,82 
0,6674 0,0044 15,64 
0,5318 0,0073 | 1,37 
0,5527 0,0046 0,83 
0,5117 0,0047 0,92 
0,5368 0,0045 0,84 
0,5120 0,0049 | 0,96 


II]. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 


In Milligrammen. 








We} viv VI | VI | VII 





| 
| 
Verwendete | gg73| g65,0/ 4091, 427,5| 493.4| 516,2| 453,2 | 566.4 
losliche Starke | | | 





| 
| 
| 
| 

















Aufgenommener 7,3 14,4 98 4,6 3,7 45 

Chlorwasserstoff 

enthalt nach | | | | 

Chlorwasserstoff | 

am 1. Tage | 21,1 | 183) — | 144/ — | 14,4] 93 | 11,4 
:& = 25,4 | — | 92 | 15,0 | 15,5 | 13,4 | 9,9 | 12,7 
> 3 » — | 19,7] 92 | 14,5 | 153 | 129/| 98 | 12,2 
— 28,4 | 19,7; — | 13,7 | 144) 12,4] 9,4 | 11,9 

5. 286 | 190} -- | 18,1 | 14,4] 124] 9,4 | 11,9 
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In Milligrammen. (Fortsetzung.) 


























1] mu] mi] wv] wel vie | ver 
am_ 6. Tage 28.6 | 18,2; — 129; — | _ | ne - 
. 2s 28,2 | 17,7); — — —|—j}- nen 
»' 8 oe ee rs or ces Cree 
> 9 > ee ee ee oe ee ee 
>» MM >» el ee ee eee ee 
+ & we | hl wm | ~~ | = }- | -/]- 
oe + ee es ee oe 
> 13, > 37,3 | 158] — | — | — | —} —|- 
+: ie) ne en ee ea 
> 15. >» ita] Gi we Fe Fm foe] oe Pin 
> 16, > oe ee ee ceo ee ee 
— oe os | OBE ee mee see | ek] ee 
» 18. > 76) 145/ —| —| —]| —| —] - 

19. > 74) 1443) — | — | — | — | — | - 
> 20. » Se ee ee ee eee ee 



































1) uw | mi] wiv | wove} vm 
aes Oe | 402 | 2,37 | 1,03 | 1,99 | 0,89 | 0,82 | 0,80 
enthalt noch | | | 
Chlorwasserstoff | | 
am 1. Tage | 2,38 | 2,12] 225] 337| — | 2,79 205! 201 
: es 286| — | 225] 361/ 314] 2,60; 2,19] 2,24 
> 8 » — | 228) — | 3,39 | 3,10 | 2,50 | 2,17 | 2,15 
> 4 >» 3,20 | 228} — | 8,20) 2,92! 240; 207] 2,10 
: 5 322 | 2290) — | 306/ 2,92) 240/ 207] 2,10 
ae 4 3.22 | ae ee 
a RIG | BOR [ me Fae fom [ me fae] 
— £27; 201; — | — | — | —}—|- 
> 9. » £25), — — — — |— —— 
> 10. » — 1,91 — _- — fo | — 
— oe 496 | 298} — fb me fae fp mf | 
> 12. > 426 | 180) fm fm | oe in _ 
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In Prozenten. (Fortsetzung.) 











rj ujmi|wfv iow fw i vm 
am 13. Tage | 4,25 | 1,83 | —/~—|{— | —/— — 
» 1h oe eon en oe a ee 
» 15. > ee en en ee ee 
> 18 418) — | — | —~ |} —) —~ | = - 
> 17, > pele sod Seri Gal React Gch Meet Bec: 
» 18. >» 424 | 168) — — —- }|— |] — — 

19. >» 4.22! 165) — | - du | —|}—|-— 
Sh 2 ‘eo ne oe ee ee 





Auspumpversuche. 


Gesamtchlor. I. 0,4091 ¢ lésliche Starke hatten zu- 
genommen um 0,0097 g = 2,37°/o und nach dem Auspumpen 
noch behalten 0,0092 g — 2,25°/o0; sie verbrauchten 0,079 ccm 
Normalsilberldsung, entsprechend 0,70°/o Chlorwasserstoff. 

I]. 0.4275 g lisliche Starke hatten zugenommen um 
0,0044 g = 1,03°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 
0.0129 g = 3,02°/0; sie verbrauchten 0,016 ccm Normalsilber- 
losung, entsprechend 0,14°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,4934 ¢ lésliche Starke hatten 
zugenommen um 0,0098 g = 1,99°/o und nach dem Auspumpen 
noch behalten 0,0144 g = 2,92°/o; sie verbrauchten 0,037 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 0,27°/o Chlorwasserstoff. 

Il. 0,5162 g l6sliche Starke hatten zugenommen um 
0,0046 g = 0,89°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 
0,0124 g = 2,40°/o; sie verbrauchten 0,037 cem Normalsilber- 
lésung, entsprechend 0,26°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditit. I. 0,4532 g losliche Starke hatten zugenommen 
um 0,0037 g = 0,82°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 
0,009% g = 2,07°%/o: sie verbrauchten 0,032 ccm Normallauge, 
entsprechend 7,1 cem Normallauge fiir 100 g losliche Starke. 

II. 0.5664 g lésliche Stirke hatten zugenommen um 0,0045 g 
= 0,80°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0119 g 
—= 2,10°/o; sie verbrauchten 0,058 ccm Normallauge, ent- 
sprechend 10,3 cem Normallauge fir 100g lésliche Starke. 


_ 
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Andere Versuche. 


Gesamtchlor. I. 0,6674 g lésliche Starke hatten zu- 
genommen um 0,1044 g = 15,64°/o und verbrauchten 2,507 ccm 
Normalsilberldsung, entsprechend 13,70°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5318 g ldsliche Starke hatten zugenommen um 
0,0073 g = 1,37°/o und verbrauchten 0,100 ccm Normalsilber- 
losung, entsprechend 0,69°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,5527 g lésliche Starke hatten 
zugenommen um 0,0046 g = 0,83°/o und verbrauchten 0,074 ecm 
Normalsilberlésung, entsprechend 0,49°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0.5117 g lodsliche Starke hatten zugenommen um 
0,0047 g = 0,92°/o und verbrauchten 0,079 ccm Normalsilber- 
lésung, entsprechend 0,56°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditat. I. 0,5368 g lésliche Starke hatten zugenommen 
um 0,0045 g = 0,84°/0 und verbrauchten 0,116 ccm Normallauge, 
entsprechend 21,6 ccm Normallauge fiir 100 g ldsliche Stirke. 

I]. 0.5120 g ldsliche Stirke hatten zugenommen um 
0,0049 g = 0,96°/o und verbrauchten 0,113 ccm Normallauge, 
entsprechend 22,1 cem Normallauge fiir 100 g lésliche Starke. 


Losliche Starke. 
Blindversuche ergaben fiir unveriinderte ldsliche Starke 
(je 2 Versuche) : 
Gesamtchlor: 0. 


Chlorwasserstoff: 0. 
Acidit ait: 5,8 cem Normallauge fiir 100 g lésliche Stirke. 


[V. Auspumpversuche. 
In Prozenten der léslichen Starke, als Chlorwasserstoff berechnet. 














ytahehdaneianiemaaiae Gesamt- | Chlor- | Aciditats- | 

nach dem | vor dem wasser- HCl: C,H,,0, 
Auspumpen | Auspumpen chlor stoff | Zunahme 

22 | 287 0,70 - st 22 50 

302 | 1,03 0,14 — - ~ 

292 | 1,99 oo 0,27 - 7 

240 | 0,89 ‘a 0,26 im “ 

207. | 0,82 - - 0,05 - 

210 | 210 - “ 0,16 _ 
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: V. Andere Versuche. 
In Prozenten der léslichen Starke, als Chlorwasserstoff berechnet. 


—_ —___— nae mee 








Gewichts- 


PTT | 
Chlorwasser- | Aciditats HCl: C,H,,0, 
zunahme : 


| Gesamtchlor | 
stoff zunahme 
| 





| 
A a ' 
15.64 | 13,70 ss | | 
1,37 069 | a ; 
0.83 — 0.49 | _ | ina 
0.92 _ 0.56 ae 


0,84 | - | ~ 058 | on 
0,96 | a | _ | 060 | — 


VI. Auspumpversuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen) als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 














Gesamtchlor | Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
31 | 9 2 
5 | 11 8 





VII. Auspumpversuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen) als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 














Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | Aciditatszunahme 
30 | 14 | 6 
14 | 29 8 


VIII. Andere Versuche. 


In Prozenten der Gewichtszunahme, als Chlorwasserstoff berechnet. 
IRR ORR A Nc cc ccc a cS cc a 





ae | nee 
Gesamtchlor | Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 
RA 59 69 
50 61 63 





Bei der léslichen Starke finden sich ganz analoge Ver- 
hiiltnisse wieder wie bei der Starke. 
J. Dextrin. 


Das verwendete Praparat war gewohnliches Handelsdextrin. 
Es liste sich in warmem Wasser vollstandig auf. Die Losung 
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\ wurde durch Jod rot gefarbt. Bei der Einwirkung von Chlor- 
‘ wasserstoff veriinderte das Priiparat sein Aussehen nicht. 


its CAEL 


I. Gewichtszunahme bei Einwirkung von Chlorwasserstoff. 











Verwendetes Dextrin Aufgenommener Chlorwasserstoff 
g g °/o 
0.9504 0,0030 | 0,32 
0,9060 0),0057 0,63 
0,9799 0,0031 0,32 
0,9905 0,0058 0,59 
0.1661 0,0020 | 1,21 
0,2661 0,0050 | 1,88 
0,533! 0.0162 | 3.04 
0.5382 0,0166 3,08 
0,6076 0,0205 | 3,37 
0,6521 0,0248 | 3,80 
0,5427 0,0158 | 291 
0.5149 0,0144 | 2.80 
0,5047 0,0150 | 2.97 
0,5731 0,0156 | 2.72 
0.5770 0.0150 | 2,60 
0,5946 0,0215 | 3,67 
0,4873 0,0122 | 2.50 
0,5498 0,0157 | 2.86 








II]. Gewichtsverhaltnisse beim Auspumpen. 


In Milligrammen. 


A SS ee 
Lu jm |v | v pve [vie | vm 





: | 
ve oeetein [9504 | 906,0 | 583,1 538,2 | 607,6 65a 542,7 | 514,9 
extrin | 


— 





Aufgenommener} 39 57) 162) 166/| 205) 248 | 158 | 14,4 
Chlorwasserstoff ’ a | : =| 4 7 








l | 0 
enthalt noch | | | | 
Chlorwasserstoff | | | 











am 1. Tage | 11,2| 21,5 | 183 | — | 169 | 11,9 | 11,8 
> & » 13,7 | 25,1! — | 17,2; 17,6} 18,7| 91) 98 
> 3 » 13,8 | — | 17,0] 15,2) 164) 13,2) 67 | 89 
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‘ In Milligrammen. (Fortsetzung.) 

r |} u]m|wifv i wove | ve 

am 4. Tage | — | 246! 16,7 | 149/| 161| 104] 64 | 83 
= = 13,6 | 243 16,7/| 142 161] 90] 541] 79 
- 133 | 245; — | 121} — 9,0 54 | 7,2 
7 28|20;/ — | —| —}] — | — | 72 
— = 12,6) 236) — | — | — ee ai 
-— ae en eee oe oe oe 
a s ee ae ae ee 
= fe) (fo ee ee’ oe ee 
. We OE ee Fw ee, ae oe | we 
ae 4. none oe ee 
7 a 1. Jaret ee 
: eh « te on en ee 2 oe 
. ee a ee oe © me ee ee 
> 17. > WY xe Tie Tae) oe ee | me oe 
ie « - oe Te ~~ a | - —|- 
» 19. » 2 | —|-|- _ - | oma 
» 20. — | 240} — -|—-|- me Ti a 
21 ee nn oe 





If. In Prozenten. 











a) 





























1 |u| mi] wi{v | wi] ve | vi 
Aufgenommener} 9 39 | 963 | 3.04 3,08 | 3,37 | 3,80 | 2,91 | 2.80 
Chlorw asserstoff | | | | 
enthalt noch | | | | 
Chlorwasserstoff | | | 
am 1. Tage | 1,18 2,37 343 | — | — | 2,59 | 2,19 | 2,29 
+ &o 1,44 | 2,77) — | 3,20} 2,90} 2,10 | 1,68 | 1,90 
< &a io; | 3,19 | 2,82 | 2,70} 202} 1,23 | 1,73 
- * — | 272) 313} 2,77| 265] 1,59 | 1,18 | 1,61 
— 1,43 | 2,68} 313] 2,64) 2,65 | 1,38} 1,00 | 1,54 
_ Bo 140| 2,70) — | 225/ — | 1,38! 1,00 | 1,40 
> ¥ 135| 265; — | — | — | — | — | 4,40 
: & « 1,33 | 300; — | — jf — f wef ee Pe 
> % >» . 3. oo es ee eo en 
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Ill. In Prozenten, (Fortsetzung.) 
Tn 

















) no} m i! wives] swe|oweivm 

am 10. Tage 1,28 wees er | ra ree Sere | wale fas 
> fi. >» —~ |26}/—-]|/—|—-|;/—];]—-|]-— 
— a i.) een ee 8 
13. > 96 | G0 ame | me | we es i 
« Shs i a eo ee eee ee 
> 1d. > 120/265) — | —| —| —|—|- 
> 16. > 120; 26; —| —|—|—|—|- 
17. > en rn eee ens eee eee be 

. mh « : = CaS | a ae 
19 — | 265/ — | — — —|—|- 

> 20. >» 1,18 267 — | — | — a ae ee 

Auspumpversuche. 


Gesamtchlor. I. 0,5831 g Dextrin hatten zugenommen 
um 0,0162 g = 3,04°/o und nach dem Auspumpen noch be- 
halten 0,0167 g = 3,13°/o; sie verbrauchten 0,060 ccm Nor- 
malsilberlésung, entsprechend 0,41°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5382 g Dextrin hatten zugenommen um 0,0166 g = 
3,08°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0121 g = 
2,25°/o; sie verbrauchten 0,100 cem Normalsilberlosung, ent- 
sprechend 0,68°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,6076 g Dextrin hatten zuge- 
nommen um 0,0205 g = 3,37°/o und nach dem Auspumpen 
noch behalten 0,0161 g = 2,65°/o; sie verbrauchten 140 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 0,84°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,6521 g Dextrin hatten zugenommen um 0,0248 g = 
3,80°/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0090 g = 
1,38°/o; sie verbrauchten 0,169 ccm Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 0,95°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditat. |. 0,5427 g Dextrin hatten zugenommen um 
0,0158 g = 2,91°/, und nach dem Auspumpen noch behalten 
0,0054 g = 1,00°/o; sie verbrauchten 0,132 ccm Normallauge, 
entsprechend 24,3 ccm Normallauge fiir 100 g Dextrin. 

II. 0.5149 g Dextrin hatten zugenommen um 0,0144 g 
2,80 °/o und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0072 g = 








— 
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1,40°/,; sie verbrauchten 0,132 ccm Normallauge, entsprechend 
) 


Andere Versuche. 

Gesamtchlor. I. 0,5047 g Dextrin hatten zugenommen 
um 0,0150 g = 2,97°/o und verbrauchten 0,369 ccm Normal- 
silberldsung, entsprechend 2,67°/o Chlorwasserstoff. 

Il. 0,5731 g Dextrin hatten zugenommen um 0,0156 g = 
2,72°/o und verbrauchten 0,359 ccm Normalsilberlésung, ent- 
sprechend 2,28°/o Chlorwasserstoff. 

Chlorwasserstoff. I. 0,5770 g Dextrin hatten zuge- 
nommen um 0,0150 g = 2,60°/o und verbrauchten 0,345 ccm 
Normalsilberlésung, entsprechend 2,18°/o Chlorwasserstoff. 

II. 0,5946 g Dextrin hatten zugenommen um 0,0215 g = 
3,67°/o und verbrauchte 0,461 ccm Normalsilberlosung, ent- 
sprechend 2,83°/o Chlorwasserstoff. 

Aciditit. I, 0,4873 g Dextrin hatten zugenommen um 
00,0122 g = 2,50°/o und verbrauchten 0,275 ccm Normallauge, 
entsprechend 56,4 ccm Normallauge fiir 100 g Dextrin. 

II. 0,5498 g Dextrin hatten zugenommen um 0,0157 g = 
2,86°/o und verbrauchten 0,388 ccm Normallauge, entsprechend 
70,6 eem Normallauge fiir 100 g Dextrin. 











Dextrin. 
Blindversuche ergaben fiir unverindertes Dextrin (je 2 
Versuche): 
Gesamtchlor: 0,20°/o Chlorwasserstoff. 
Chlorwasserstoff: 0,20°/o Chlorwasserstoff. 
Aciditat: 3,5 cem Normallauge fiir 100 g Dextrin. 
IV. Auspumpversuche. 
In Prozenten des Dextrins, als Chlorwasserstoff berechnet. 
——- — —} 
Gewichtszunahme Gesamt- Chlor- Aciditats-| HCI: 
nach dem | vor dem chlor wasserstoff ; 
Auspumpen | Auspumpen |korrigiert] korrigiert | 222ahme] C,H,,0; 
3,13 | 3,04 0,21 —~ — 22,50 
2.25 | 3,08 0,48 — — — 
2,69 3,37 — 0,64 vn — 
1,38 | 3,80 = 0,75 —_ _ 
1,00 2,91 — — 0,76 — 
1,40 2,80 ~- os 0,81 — 
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V. Andere Versuche. 


In Prozenten des Dextrins, als Chlorwasserstoffgas berechnet. 
T_T? 





Gewichts- Gesamtchlor | Chlorwasserstoff Aciditats- HCI: 

zunahme korrigiert | korrigiert _ zunahme | C,H,,0, 
2,97 247 | - a 22.50) 
2,72 2,08 — — — 
2.60 _ 1,98 | — o- 
3.67 ain | 2.63 _ / = 
2,50 | _ | _ oOo ;- 
96 | = (| = 2.45 on 


VI. Auspumpversuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme (nach dem Auspumpen) als Chlor- 
wasserstoff berechnet. 




















EEE Sone Pa SRN 
Gesamtchlor |  Chlorwasserstoff Aciditatszunahme 

7 | 24 | 76 

21 54 58 


VII. Auspumpversuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme (vor dem Auspumpen) als Chlor- 


wasserstoff berechnet. 





Gesamtchlor Chlorwasserstoff | Aciditaétszunahme 
7 | 19 26 
16 | 20 29 


VIII. Andere Versuche. 
In Prozenten der Gewichtszunahme als Chlorwasserstoff berechnet. 











Gesamtchlor | Chlorwasserstoff | Aciditatszunahme 
83 | 76 | 77 
77 72 | 86 


Das Verhalten des verwendeten Dextrins in der ange- 
fiihrten Versuchsreihe weicht schon wieder etwas ab von dem 
Verhalten der Stirke und néhert sich mehr dem Verhalten 
der Galaktose. Bei den Auspumpversuchen zeigt sich nur bei 
einigen Versuchen in den ersten Tagen des Auspumpverfahrens 
eine erheblichere Gewichtszunahme, in den iibrigen Versuchen 
nimmt das Gewicht gleich von Anfang an kontinuierlich ab. 
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Auch hitr vermag ich nicht zu sagen, worin der Grund fiir 
das verschiedene Verhalten ein und desselben Priparates unter 
anscheinend denselben Versuchsbedingungen gelegen war. 

Im iibrigen aber weisen die angefiihrten Zahlen auf 
iihnliche Verhaltnisse hin, wie sie bei der Stirke besprochen 


worden sind. 


Zusammenfassend konstatiere ich, dafi die untersuchten 
Kohlenhydrate Chlorwasserstoff aufnehmen und chemisch binden. 
Bei Einwirkung von Wasser auf diese chemische Verbindung 
wird das gebundene Chlor als Chlorwasserstoff wieder leicht 
und vollstindig abgegeben. 

Die Mengen von Chlorwasserstoff, welche durch die 
einzelnen Kohlenhydrate aufgenommen werden, sind sehr ver- 
schieden. Bei der Liivulose und dem Liévulose enthaltenden 
tohrzucker erfolgen auBerdem tiefgreifende Veranderungen, 
welche bis zur Verkohlung fiihren. 

Die tibrigen Kohlenhydrate, Aldosen und deren Di- und 
Polysaccharide gehen relativ einfachere Reaktionen ein. 

Im luftverdiinnten Raume geben die Reaktionsprodukte 
einen Teil des gebundenen Chlors in Form von Chlorwasser- 
stoff wieder ab, ein anderer Teil bleibt zuriick. Auferdem 
wird aber im luftverdiinnten Raume noch etwas anderes ab- 
gegeben. Auch unmittelbar nach der Einwirkung des Chlor- 
wasserstoffs haben manche Kohlenhydrate aufer Chlorwasser- 
stoff noch etwas anderes aufgenommen. 

Ich habe bisher angenommen, dali dieses Andere in 
beiden Fillen Wasser sei. Obwohl diese Annahme fir den 
Unbefangenen am niichsten liegt, halte ich doch den Beweis 
fiir notwendig, weil ich nach verschiedenen Anzeichen selbst 
einige Zweifel hege, ob nach der Einwirkung von Chlor- 
wasserstoff nicht Oxydationsvorgiénge, bedingt durch den Sauer- 
stoff der Luft stattfinden und ob nicht im luftverdiinnten Raume 
auch fliichtige organische, vielleicht sogar chlorhaltige organische 
Verbindungen abgegeben werden. Wenn ich den Beweis noch 
nicht erbracht habe, so liegt dies nur daran, daf es mir noch 
nicht gelungen ist, eine passende Versuchsanordnung zu finden. 











Uber Fermentlahmung. 


Il. Mitteilung. 


Von 


L. Lichtwitz. 


(Aus der medizin. Klinik und dem landwirtschaftlich-bakteriolog. Institut 
zu Gottingen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8. April 1915.) 





Mit einer Kurvenzeichnung, 


Im 78. Bande dieser Zeitschrift!) habe ich tiber Ver- 
suche berichtet, aus denen hervorging, dafi Hefe, die in einer 
Lésung von Rohrzucker -+ Invertzucker gewachsen war, eine 
geringere Inversionskraft hatte, als nur mit Rohrzuckerlésung 
gezogene Hefe, und dafi diese Abnahme an Inversionsvermégen, 
die als Fermentlahmung bezeichnet wurde, auch nach Fort- 
schaffung des Invertzuckers (durch Auswaschen oder Vergiren) 
bestehen blieb. 

Diesen Versuchen ist widersprochen worden, zuerst von 
Meisenheimer, Gambarjan und Semper,?) die aus Ver- 
suchen ganz anderer Art auch ganz andere Resultate be- 
kommen haben. Ich habe auf das Unzutreffende der SchluBb- 
folgerungen dieser Autoren hingewiesen,*) und darf wohl das 
Schweigen zu meiner Kritik als Zustimmung auffassen. Auch 
Euler und Cramer‘) haben die Frage der Fermentbeein- 
flussung durch Rohrzucker einerseits, durch Glukose ander- 
seits studiert und nichts von Fermentlahmung gefunden. Die 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 78, S. 128, 1912. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. 54, S. 112, 1913. 

5) Biochem. Zeitschrift, Bd. 56, S. 160, 1913. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 430, 1913; Bd, 89, S. 277, 1914. 
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Versuche von Euler und Cramer unterscheiden sich in zwei 
Punkten von den meinigen. Erstens ist die Zahl der ver- 
impften Hefezellen in ihren Versuchen sehr groB (1 g frische 
Hefe = 18X10" Zellen fiir 100 ccm Nihrlésung gegeniiber 
8 Millionen Zellen in meinen friiheren und in den nachstehenden 
Versuchen). Zweitens aber haben Euler und Cramer nur 
mit L6sungen eines Zuckers gearbeitet, wahrend ich die Fer- 
mentlihmung nur bei Hefe aus Lésungen von Rohrzucker 
-!- Invertzucker, bezw. Rohrzucker -+- Glukose (oder Livulose) 
gefunden habe.?!) 

Da dieser Unterschied fiir das Ergebnis des Versuches 
wesentlich ist, und da sich daraus die Méglichkeit einer Ein- 
sicht in die physikalisch-chemischen Bedingungen ergibt, die 
der Fermentlihmung zugrunde liegen, so soll eine neue Ver- 
suchsreihe mitgeteilt werden. 


Gemif§ dem Typus II der friiheren Versuche wurden 14 Gir- 
versuche von je 100 ccm Hefewasser angesetzt. Jedes Glas enthielt 
Zucker und zwar nur Rohrzucker oder nur Invertzucker, oder Mischungen 
beider in verschiedenen Verhiltnissen. Die Zuckermenge, als Invertzucker 
berechnet, betrug in jedem Glase 20g. Der Kopf der nachstehenden 
Tabelle macht die Verteilung der Zucker deutlich. Alle Kulturen wurden 
mit je 8 Millionen Hefezelle (Reinkultur der Weinhefe <Oppenheimer- 
Kreuz») geimpft und zunachst der Garungsverlauf gemessen. 

Diese Versuchsreihe hat, wie Tabelle und Kurve zeigen, 
das namliche Ergebnis, wie die friiher mitgeteilten Versuche. 
Die Vergiirung der reinen Rohrzuckerlésung und der reinen 
Invertzuckerlésung verlauft geradlinig, wéhrend die Misch- 
zuckerldsungen einen scharfen Knick in der Kurve der CO,- 
Entwicklung abgeben, der ganz genau dort liegt, wo die aus 
dem Invertzucker berechnete Kohlenséure entwichen ist. Von 
da an verliuft die Girung mit gleichbleibender Tragheit, und 
um so langsamer, je héher die Konzentration des primar zu- 
gesetzten Invertzuckers war. 

Daf in solechen Kulturversuchen Inversionsgeschwin- 


‘) Herr von Euler und ich haben nach brieflicher Verstaéndigung 
diese Frage weiter verfolgt. Nach einer miindlichen Mitteilung von Herrn 
von Euler stimmen die tatsichlichen Ergebnisse unserer Versuche 
nunmehr iiberein, 























Uber Fermentlahmung. II. 7) 
Tabelle 1. 








I} WE | | fv. | Vv. | VE. VIL. VIL IX. X. | XL) XIL) XML) XIV. 





Rohrzucker | 19,0 19,0 11,4 11,4;9,5 | 9,5 | 7,6 7,6 | 9,5 9,5 | 95; 95) O 0 
| Dextrose [0 0 4,0 40/50) 5,0 60! 60 100 10.0'0 0 100 100 


Livulose 0:0 40 40:50) 50 60)60 0 | 0 100 10,0! 10.0 100 











1 Zeit 

. g CO, 

i fag | Stund. 

] | | 

12.1. | 615) Impfung | | | | | 


P15. 1 | 62801 1,53 1,50) 1,35 1,38 | 1,07/1,22 1,401,57 | 1,65 1,90 0,87] 0,70 0,77 1,32 
P16. L | 86] 2.63 2.62! 2,30 2,20 4,972.17 | 2,402.72 2,67, 2,75 1,72) 1,60 1,70 2,47 
17. 1. | 10880] 3,65 3.631 2,972.90 2,702,89 | 3,2513,49 | 3,28 3,50 2,47] 2.42) 2,64. 3,40 
18. 1. | 13280] 4.47 4, mi 3,53 3,57 3,4918,69 | 4,0214,22 | 3,87 4.00) 3,37 3,05 3,50. 4,25 
19. 1. | 15680 | 5.25 we 3.90.3,90 | 4,2214,32 40747 4,8 429 4,12 3.98 4,50. 4,95 
20. 1. | 18080] 6,25 6,58) 4,28/4,30 | 4,85/4,90 | 5,1515,27 | 448 4,38) 4,87] 4,78 5,37 5,82 
21. 1. | 20480] 6,95. 7,28) 4,70.4,72 | 5,215,389 | 5,575.67 | 
22. 1. | 22880] 7,32 7,80) 4,85'4,85 | 5,4215,52 | 5,60/5,67 | 4,75) 4,60, 5,59 6,00, 6,82 7,10 
6 | 82 | 


} 
| | ‘ | 
23. I. | 25230]7,73 8,25) 5,03/5,17 | 5,6 4,80 4,65) 5,77] 6,38 7,29 | 7,60 
’ | 
| | | 
| 


4,70) 4,60) 5,42 5,60 6,27 | 6,60 





515,79 | 5,75) 








24 1. | 27680) 8,13 8,65) 5,28 5,38 | 5,87/6,04 5,88 5,97 4,83) 4,75) 5,97| 6,75 7,80| 7,99 
| | | 

26, 1. | 32480 8,83 9,15 5,685 98 | 6,39/6,60 6,10 630 5,10 5,03, 6,49] 7,38 8,44 8,49 

28. I. | 372301 9,03 9,30 6,2516,40 6,72'6,97 | 6,306,45 | 5,25 5,15 6,75 7,55 8,52) 8,52 











SL 1 | 4443019,17 9,50) 6,90'7,00 | 7,27/7,57 | 6,60)6,77 | 5,55, 5,43 7,22) 8,03, 8,57 | 8,55 
3. IL. | 517 19,27 9,68) 7,60/7,63*| 7,67 8,07*) 6,95 7,03*) 5,92 5,85) 7,64 8,40 8 59 8,62 


} 
| 
: 





7. U.| 613 19,27 9,68) 8,15 — |812| — | 7,32] — | 6,47I/6, 30 8,17 8,62 8,65 | 8,67 
11. 1.} 709 | —| —|86o] — |849} — | 7,85) — 6,85 6,67 8, 34) 8,68 8,65, 8,67 


| a ane | 
14. Il. | 805 — | — | 8,88) — |8,70' — | 7,95) — 7,20) 7,07 8,57 
| } | 


19. I. | 925 | — | — | 9,02) — |8,90 — | 8,20} — | 7,82) 7,42 8,72); —  —| — 
| | | | 
| 


8,80 sams | 




















5. 1069 | — | — 9,30, — |9,02, — | 8,55] — | 8,25) 7,82 8,92 R85 — 
2. 11.1285 | — | — 9,30, — |9,05' — | 8,68} — | 8,5% 5 BAT 8.92 | —|— 
Y, IIL 1358 eae ee 8, 83) 8,52) — aps - 
0. uji617 | —| —| —| — | —| — | — | — |g900la77] —| —| —| — 


* Versuch abgebrochen zum Zwecke der Zuckeranalyse. 
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digkeit und Vergiirungsgeschwindigkeit parallel gehen, daf in 
einem System von Fermenten und Substraten eine strenge 
Ordnung herrscht, ist friiher gezeigt worden. 

Auch in dieser Versuchsreihe wurde in einigen, auf der 
Tabelle mit * bezeichneten Proben die Zuckeranalyse gemacht 
und zwar zu einer Zeit, als die Vergdérung der reinen Hohr- 
zuckerlOsung und der reinen Invertzuckerlésung beendet war. 


aaneneaiial 
—— 




















Se ented Ethie - reduzierender Zucker 
vor der Hydrolyse | nach der Hydrolyse 
Nr. IV 3. IL 0,238 ¢ | 3,460 ¢ 
VI 3. IL. 0,242 » 2,410 » 
VIII 3. IL. 0,250 » | 3,448 >» 








Auch an diesen Stichproben, ausfiihrlicher an Versuch III. 
der I. Mitteilung, ist die Langsamkeit der Inversion zu sehen, 
die die Langsamkeit der Gérung zur Folge hat. | 

Es wurden nun die in den reinen Rohrzuckerlésungen 
(Glas | und II) und in den reinen Invertzuckerlésungen ge- 
wachsenen Hefen von den ausgegorenen Fliissigkeiten getrennt 
und in neuen Giarversuchen mit je 100 ccm eines 19 g Rohr- 
zucker enthaltenden Hefewassers angesetzt. 























Tabelle 2. 
Tag Stunden | g CO, , 
Glas I | Glas Il | Glas Ill | Glas IV 
16. II. ms oo } - Fae i 
19. IL. 6330 200 | 183 | 41,72 1,77 
20. IL. 8730 315 | 285 | 2,60 2.82 
21. II 11130 4.10 3.95 | 367 | 3,92 
23. II. 15930 580 | 5,55 5,27 5,62 
24. I. 18330 6.20 | 605 | 5,72 6,22 
25. Il 20730 6,70 | 65 6,27 6,92 
26. II 23130 7,20 6,95 6,67 | 7,32 
27. Il 255530 7,40 7,15 | 697 | 7,42 
28. I 27980 760 | 730 | 797 | 7,62 
2. Il 32730 7.80 | 7,60 | 7,67 | 7,77 
t. HL. 37530 827 | 800 | 822 | 822 
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Uber Fermentlahmung. II. 77 


In allen 4 Proben erfolgte die Gérung gleich schnell. 
Da man, wie die friiheren Versuche zeigen (in Kulturversuchen), 
aus der Girungsgeschwindigkeit auf die Inversionsgeschwindig- 
keit schlieBen kann, so zeigt dieser Versuch in Ubereinstim- 
mung mit Euler und Cramer, daf das Wachstum der Hefe 
in reinen Rohrzucker- und reinen Invertzuckerlosungen (oder 
die Vorbehandlung der Hefe mit solchen Lésungen) auf die 
Invertase ohne jeden Einflu® ist. 

Es ist also nicht die Anwesenheit der durch die Ferment- 
tiitigkeit entstehenden Produkte schlechthin, die das Ferment 
schadigt, sondern nur ihre Anwesenheit bei Gegenwart des 
Substrates. So weit das Tatsichliche. 

Die Vorstellung, die man sich von den_physikalisch- 
chemischen Vorgiingen macht, die der Fermentlahmung zu 
Grunde liegen, muf bei der Unbestimmtheit der chemischen 
und physikalischen Natur eines Ferments eine Liicke haben. 
Es erscheint aber moglich wenigstens den Ort zu finden, an 
der vorlaufig die Erkenntnis aufhért. 


Wahlen wir zur Verdeutlichung als Beispiel den vor- 
liegenden Fall Rohrzucker (Rz)—Invertase (1)—Invertzucker 
(DL = Dextrose, Liivulose), so ist ein logisches Erfordernis, 
dafi Rohrzucker und Invertase in eine enge raumliche Be- 
ziehung treten, also einen Komplex RI bilden, in dem die 
Wirkung der Invertase vor sich geht. Durch diese Wirkung 
entsteht aus RI der Komplex Invertzucker-Invertase DLI, der 
sich dann in seine Einzelbestandteile anflist (dissoziiert). Als 
chemische Gleichung wiirde sich also ergeben: 


n+ 1—_. BB —_> Oo 


Dieser letzte Vorgang, die Dissoziation, mufi aber nach 
bekannten Gesetzen gehemmt werden, wenn in der Lésung D 
oder L oder D -++ L vorhanden ist. DaB in dem Komplex RI 
die Spaltung des Rohrzuckers bei Gegenwart von Invertzucker 
nicht oder nur langsam erfolgte, ware physikalisch-chemisch 
nicht zu begriinden. 
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Bis zu dem Prozefs der Dissoziation kénnen wir dem 
Vorgang folgen. Warum aber, wenn bei Gegenwart von viel 
Invertzucker in der Losung der Komplex DL] langere Zeit besteht, 
das Ferment geschwiacht ist, ob es dadurch chemisch verandert 
wird oder ob sich der Komplex DLI auf eine dauernde tragere 
Dissoziation einstellt, entzieht sich dem Verstandnis. 


Gottingen, 28. Marz 1915. 


Berichtigung. 
Von 


Dr. Max Oppenheimer. 


(Der Redaktion zugegangen am 22. April 1915.) 


Ich bemerke jetzt erst, dafs sich in meine zweite Mitteilung «Uber 
die Bildung von Milchsaéure bei der alkoholischen Garung»‘) ein bedauer- 
licher Fehler eingeschlichen hat, welcher weder im Manuskript noch im 
Korrekturabzug vorhanden war. 

Es mufs auf Seite 267 selbstverstandlich heifen: 

«‘Innerer> Cannizzaro: 


CH,-CO H, — CH,-CHOH 


| o-Fo= | 
COH O COOH 


und nicht: 
CH, - CO H, CH, - CHOH 
| tl= “| 
COH O COOH 
Durch die richtige Formulierung sollte ja gerade die gekoppelte 
Reaktion von der Neubergschen Pseudo-Wasseraufnahme unterschieden 
werden, wie tibrigens aus dem Texte zur Geniige hervorgeht. 





') Max Oppenheimer, Diese Zeitschrift, Bd. 93, S. 262 (1914). 
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Uber eine neue Methode zur quantitativen Bestimmung 
des Indikans im Harne. 


Von 


Adolf Jolles. 





(Aus dem chemischen Laboratorium von Dr. M. und Prof. Ad. Jolles in Wien.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. April 1915.) 


In Band 87 (1913) dieser Zeitschrift habe ich in einer 
vorlaufigen Mitteilung eine neue Indikanreaktion beschrieben, 
fiir welche ich folgende Vorschrift gab: 

«10 ccm Harn werden mit 2 ccm einer 20°/oigen Blei- 
zuckerlosung versetzt, umgeschiittelt und klar filtriert. Zum 
Filtrate setzt man '/2 ccm einer 10°/oigen alkoholischen Thymol- 
lésung, 10 ccm einer eisenchloridhaltigen Salzséure (Ober- 
mayers Reagens) und 4 ccm Chloroform hinzu und schiittelt 
das ganze gut durch, worauf bei Anwesenheit. selbst der 
geringsten Spuren von Indikan das Chloroform eine schdne 
violette Fiarbung zeigt.» 

Ich habe mir in der vorlaufigen Mitteilung vorbehalten, 
den Mechanismus dieser Reaktion aufzukliren. Es ist mir 
inzwischen gelungen, die Konstitution des violetten Farbstoffes 
zu ergriinden und ich habe dariiber kiirzlich in einer der kaiser- 
lichen Akademie der Wissenschaften in Wien vorgelegten Ab- 
handlung «Uber ein neues Indoxylderivat» berichtet.‘) 

Da aus Thymol allein bei der Einwirkung von Eisen- 
chlorid in stark saurer Lésung keine gefirbte Substanz ent- 
steht, so kann die Violettfiirbung bei der oben beschriebenen 
Reaktion nur von der gemeinsamen Oxydation des Indoxyls 
und Thymols herriihren. Es ist nun durch die Untersuchungen 
P. Friedlinders?) festgestellt, daB sich Indoxyl mit Phenolen 





1) Mathem.-naturw. Klasse, Abteilung II[>, 124. Band, 1915. 
?) Monatsh. f. Chemie, Bd. 29, S. 359, 375, 387; Bd. 30, S. 271. 
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zu «Zweikernchinonen» vereinigt, die entweder dem indigoiden 
Typus oder dem isomeren indolignoiden angehoren. Es lag 
nahe, die Bildung ahnlicher Kérper bei der von mir beschrie- 
benen Reaktion des Indikans zu vermuten. 

Die Isolierung des Reaktionsproduktes bereitete anfanglich 
infolge der Verunreinigungen der technischen Indoxylsiure 
grofhe Schwierigkeiten. Dagegen gelingt die Darstellung gut 
nach folgender Vorschrift: 

30 g Indoxylsiure!) wurden mehrere Male mit Wasser 
ausgekocht, in welchem sich das Indoxyl, nicht aber die 
harzigen Verunreinigungen der technischen Indoxylséure lésen, 
die Lésungen heif filtriert und zu den gesammelten Filtraten 
so viel Eisessig hinzugefiigt, daf das in der Kalte aus der 
wiisserigen Lisung als gelbes Ol abgeschiedene Indoxyl wieder 
in Lésung ging. Hierzu wurde nun eine Lésung von 25 g 
Thymol in Eisessig gefiigt und das Gemisch unter gutem 
Riihren in  iiberschiissige Ejisenchloridsalzséure (enthaltend 
110 g Ferrichlorid) eingetragen. Das Ganze wurde hierauf 
unter Riihren in konzentrierte Sodalésung eingegossen, wobei 
sich eine rotbraune Masse abschied. Diese wurde abgesaugt, 
mit Wasser gewaschen, getrocknet, hierauf zur Entfernung 
des iiberschiissigen, d. h. nicht in Reaktion getretenen Thymols 
mit Petroliither ausgezogen und schlieflich zur Trennung des 
Farbstoffes vom Ferrihydroxyd mit Ather im Soxhlet extrahiert. 
Der aus der iitherischen L6sung durch Abdunsten gewonnene 
Farbstoff wurde schlieflich 2 mal aus Nitrobenzol umkrystalli- 
siert und dabei in Form schoner roter Prismen mit aufgesetzten 
Pyramiden erhalten. Die Substanz schmilzt bei 218—220° 
unter gleichzeitiger Zersetzung und ist in den gewohnlichen 
organischen Lésungsmitteln mit roter bis braunroter Farbe l6és- 
lich (sehr verdiinnte Lésungen zeigen eine braune bis braunlich- 
gelbe Fiirbung). Bei Zusatz von Salzsiure schlagt die rote 
oder braunrote Farbe der Lésungen in violett um. Wird die 
Salzséure ausgewaschen oder neutralisiert so kehrt die ur- 


') Fiir die mir freundlichst zur Verfiigung gestellten Praparate sei 
der Direktion der Badischen Anilin- und Sodafabrik auch an dieser 


Stelle der verbindlichste Dank ausgesprochen. 
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spriingliche Farbe wieder. Auch in Alkalilauge ist die Substanz 
und zwar mit schwach gelber Farbe léslich und kann, wenn 
die Lésung nicht erhitzt wurde, durch Ansiiuern wieder aus- 
gefaillt werden. Beim Erhitzen der alkalischen Lésung erfolgt 
Spaltung. 


0,2107 g Substanz gaben 0,5950 g CO, und 0,1149 g H,0. 
0,3985 g > >» 180 ccm N bei 15°C. und 756 mm B. 


| Berechnet fiir C,,H,,NO, : Gefunden : 

| C = 77,38 %o C = 77,01 %o 

| H = 6,14%o H = 6,10%o 
N = 5,02 % N = 5,25 %o 


Zur Entscheidung der Frage, ob dem gewonnenen Stoffe 
die indigoide oder die corulignonartige Struktur zukommt, 
wurde die von Friedlander angegebene Alkalispaltung vor- 
genommen, bei welcher der indigoide Kérper nach der Gleichung : 





CH OH 
Yn H 
HG C———-CO “ H C 
i O CH, JS 
| 7 C—-¢ HC C—COOH OH C,H, 
| “H yi S | H eames 
HC OC oe CH + 2H,0 = | | gf NN 
Py a ™; / HC C + C-C CH 
N: C=—C. yin, boN vA 
H H+? CH, H C NH, O C=C 
H; H CH, H 
indigoider Kérper Anthranilsaéure o-Thymotinaldehyd 


in Anthranilsiure und o-Thymotinaldehyd, der coérulignonartige 





Korper nach der Gleichung: 
H 
C OH : 
Yn / H 
HC C——CO / C 
i / 8 Ce, JS 
¥ G--=f HG C—COOH H C,H, 
| ‘H  / \H f tH 606 
HEC -c=—=cC CO + 2H,0 = | i. \ 
a i ™% P HC CG + C-—C COH 
N’ ——« i ee | Ss Vi 
HH: CH, H C NH, c—C. 
H H CH, H 
corulignonartiger Kérper Anthranilsaure p-Thymotinaldehyd 


in Anthranilséure und p-Thymotinaldehyd zerfallen miiBte. 


6* 
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2g Substanz wurden mit 20g 10°/oiger Natronlauge so 
lange gekocht, bis beim Anséuern einer Probe keine Riick- 
bildung des Farbstoffes mehr eintrat, und hierauf die gesamte 
Reaktionsmasse mit Salzséiure bis zur sauren Reaktion ver- 
setzt, wobei sich eine braungelbe amorphe Masse abschied. 
Im Filtrate konnte zwar die Anthranilsfure nachgewiesen 
werden, jedoch gelang es nicht, aus dem Riickstande das 
andere Spaltprodukt rein zu gewinnen. Trotzdem glaube ich 
mit Sicherheit annehmen zu kénnen, daf nicht ortho-, sondern 
para-Thymotinaldehyd als 2. Spaltungsprodukt auftrat, da in 
dem wasserunldslichen Anteil der angeséuerten Spaltmasse 
kein mit Wasserdémpfen fliichtiges Produkt enthalten war, 
der o-Thymotinaldehyd aber, wie jeder aromatische Ortho- 
Oxyaldehyd mit Wasserdimpfen fliichtig sein muf. Auf Grund 
dieser Uberlegung mii&te also dem durch gemeinsame Oxydation 
von Thymol und Indoxyl mittels Ferrichlorid dargestellten 
Produkte die cOrulignonartige Struktur und mithin nach Fried- 
linders Nomenklatur die Bezeichnung 4-Cymol-2-indolin- 
dolignon beigelegt werden, was noch dadurch gestiitzt wird, 
dafi die Substanz keinerlei tinktoriellen Charakter zeigt, d. h. 
weder zur ungebeizten noch zur gebeizten tierischen oder 
pflanzlichen Faser irgendwelche Affinitaét besitzt, ein Verhalten, 
welches bei einem K6rper von indigoider Struktur kaum 


moglich erscheint. 
Darstellung des salzsauren Salzes des Indolignons. 


Kine Quantitit der reinen Substanz wurde in trockenem 
Ather gelist, mit trockenem HCl-Gas gesittigt und der aus- 
gefallene braunschwarze, samtartige Niederschlag, der unter 
dem Mikroskop deutlich Nadeln erkennen lief, isoliert. Bei 
der Analyse konnte festgestellt werden, daf das entstandene 
Salz ein Molekiil HCl enthalt. Es ist interessant, daB die Sub- 
stanz, wie ihre Léslichkeit in Alkalien beweist, auch schwach 
saure Eigenschaften hat; beide Erscheinungen sind ja auch 


bei den indigoiden Farbstoffen beobachtet worden. 
0,0738 g im Schwefelsiureexsikkator getrocknete Substanz lieferten 


0.0322 g AgCl daher 
Berechnet: 11,24°o CL. Gefunden: 10,80°o Cl. 
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Qualitativer Nachweis des Indikans im Harne. 


Die hervorstechendste Eigenschaft des bei der gemein- 
samen QOxydation von Thymol und Indoxy! entstehenden 4- 
Cymol-2-indolindolignons ist seine Fahigkeit, mit 1 Mo- 
lekiil Siure Salze zu bilden, die eine tiefviolette Farbe zeigen. 
Dies ist auch die Ursache der Farbung der Chloroformausziige 
bei der von mir vorgeschlagenen Indikanreaktion. Behandelt 
man die Chloroformlésung mit Wasser, so wird entsprechend 
der gréBeren Léslichkeit der Salzséure in Wasser diese dem 
Chloroform entzogen, das Salz des Indolignons hydrolytisch 
gespalten und die violette Farbe des Chlorhydrats schlagt in 
die rotbraune des Indolignons um. Auf Grund der gemachten 
Erfahrungen habe ich die seiner Zeit von mir in Vorschlag 
gebrachte qualitative Reaktion dahin modifiziert, daB ich 
einerseits eine konzentriertere eisenchloridhaltige Salzséure 
hinzufiige, anderseits nach Zusatz des Thymols und des Oxy- 
dationsgemisches zu dem Harne etwa 15—20 Minuten unter 
wiederholtem Umschiitteln stehen lasse. Die Bildung des In- 
dolignons geht verhiltnismaBig langsam vor sich und wenn 
man daher sofort mit Chloroform extrahiert, so entzieht man 
der Fliissigkeit das Thymol und die Oxydation fiihrt auch 
teilweise zum gewohnlichen Indigo. Ferner wird die Bildung 
des Indolignons durch Zusatz einer konzentrierteren Lésung 
des Oxydationsgemisches beschleunigt. Die qualitative Re- 
aktion zum Nachweis von Indikan im Harne gestaltet sich 
daher am besten, wie folgt: 

Man versetzt ca. 10 cem Harn mit 1 ccm einer 5°/oigen 
alkoholischen Thymollésung und schiittelt um. Hierauf fiigt 
man etwa 10 ccm einer rauchenden Salzsiure hinzu, welche 
5 g Eisenchlorid pro Liter enthalt, schiittelt nochmals sorg- 
filtig um und laft ca. 15 Minuten stehen. Nachher fiigt man 
ca. 4 cem Chloroform hinzu und extrahiert durch wiederholtes 
sanftes Schiitteln den Farbstoff, wobei sich das Chloroform je 
nach dem Gehalt des Harns an Indikan mehr oder weniger 
intensiv violett farbt. 

Die Probe ist auBerordentlich empfindlich, denn 
sie gestattet in 10 ccm Harn noch (),0032 mg Indikan nach- 
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zuweisen, wiihrend die bekannte Obermayersche Reaktion 
bei Vorhandensein von 0,013 mg Indikan in 10 cem Harn ein 
vollkommen negatives Resultat lieferte. Meine Probe ist so- 
mit ceteris paribus etwa viermal so empfindlich als die Ober- 
mayersche Reaktion. 


Quantitative Bestimmung des Indikans im Harne. 


Der Umstand, dai bei der Thymol-Reaktion nur ein 
Produkt resultiert, wihrend alle Methoden, welche auf der 
Oxydation des «Indikans» zu Indigo beruhen, stets zu Lésungen 
fiihren, welche durch grifere oder geringere Mengen von 
Indigrot und Indigbraun verunreinigt sind, legte den Gedanken 
nahe, die Thymol-Probe zu einer quantitativen (kolorimet- 
rischen) Bestimmung des indoxylschwefelsauren Kaliums zu 
verwenden. Fir eine kolorimetrische Verwendung des 
Indolignons standen zwei Wege offen. 

Man konnte entweder die violette Chloroformlésung, also 
das salzsaure Salz des Indolignons nehmen, oder aber man 
mufte der Chloroformausschiittelung die Salzsaéure entziehen 
und die rotbraune Liésung des Indolignons verwenden. Beide 
Wege habe ich versucht und bei Einhaltung der gebotenen 
Vorsichtsmafregeln gangbar befunden. 

Die Methode, die sich des salzsauren Salzes_ bedient, 
erwies sich aber als nicht immer gleich zuverlissig und zwar 
deshalb, weil sich eine Beimengung von Wasser zur Chloro- 
formlésung manchmal nur schwer vermeiden laft. Es tritt 
dann aber leicht die erwihnte hydrolytische Spaltung ein und 
damit auch die Bildung von Zwischenfarben. 

Hingegen hat sich folgendes Verfahren gut bewdahrt: 

10 ccm der entsprechend verdiinnten Indikanlésung werden 
im Schiitteltrichter mit 1 cem einer 5°/oigen Thymollésung gut 
vermischt, worauf man die gleiche Menge, also 10 ccm, einer 
rauchenden Salzséure zusetzt, welche pro Liter 5 g Eisen- 
chlorid enthiilt. Nach griindlichem Schitteln 148t man zum 
Zwecke vollstiindiger Bildung des Indolignons 2 Stunden stehen. 
Nachher extrahiert man die Fliissigkeit mit je 5 ccm reinem 
Chloroform und zwar so oft, bis die letzte Ausschiittelung 
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farblos erscheint. Die einzelnen Chloroformextrakte werden 
in einem zweiten Schiitteltrichter aufgefangen und hier mit 
destilliertem Wasser geschiittelt. Hierbei nimmt die urspriing- 
lich violett gefarbte Chloroformliésung einen rotbraunen Farben- 
ton an. Zur weiteren Reinigung laBt man hierauf die Chloro- 
formlésung in den ersten Trichter ab, der inzwischen gereinigt 
und mit sehr verdiinntem Alkali (ca. "/500 bis "/1000) be- 
schickt worden war. 

Das Waschwasser im anderen Schiitteltrichter extrahiert 
man noch mit einigen Kubikzentimetern Chloroform, die man 
dann ebenfalls in den Schiitteltrichter mit dem Alkali bringt. 
Hierauf wischt man in der gleichen Weise noch einmal mit 
destilliertem Wasser und 1aé6t nunmehr die Chloroformlésung 
in ein Kélbchen ab, in welchem sich die mitgerissenen Wasser- 
trépfchen bei ca. 2 stiindigem Stehen absetzten, worauf man an 
die eigentliche kolorimetrische Bestimmung gehen kann. 

Man bereitet sich eine Standardlésung aus synthe- 
tisch gewonnenem 4-Cymol-2-Indolindolignon, indem 
man 0,01 g Substanz in 100 ccm Chloroform auflést. Von 
dieser Stammlésung werden 5 cem mit Chloroform auf 50 ccm 
verdiinnt und mit der so erhaltenen Lisung die Chloroform- 
ausschiittelung aus der Indikanlésung im Kolorimeter verglichen. 

1 ccm der Vergleichslésung entspricht 0,01 mg Indolignon, 
entsprechend 0,0090 mg Indikan. 

Zur kolorimetrischen Bestimmung habe ich einerseits das 
Wolffsche Kolorimeter beniitzt, welches Herr Professor 
G. Goldschmiedt mir giitigst zur Verfiigung gestellt hat, 
anderseits einen Apparat, der nach d&hnlichem Prinzip her- 
gestellt war, bei welchem aber der Inhalt der Rohren nur je 
15 cem betrug, was namentlich bei verdiinnten Indikanlosungen 
ein bequemeres Arbeiten ermidglichte. 

Die Einzelheiten dieses seinerzeit von mir fiir die kolori- 
metrische Eisenbestimmung verwendeten Apparates habe ich 
bereits im Jahre 1898 eingehend beschrieben. ') 





') Wiener mediz. Presse Nr. 5, 1898 und Archiv fiir die ges. Phy- 
siologie, Bd. 65. 
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Um die Brauchbarkeit der Methode zu priifen, habe ich 
aus synfhetisch gewonnenem Indikan Lésungen in destilliertem 
Wasser hergestellt und den Inhalt kolorimetrisch bestimmt. 


Darstellung des indoxylschwefelsauren Kaliums 
(Indikan). 


Das fiir die kolorimetrischen Bestimmungen erforderliche 
Indikan habe ich nach einem Verfahren dargestellt, welches 
ich kiirzlich in Gemeinschaft mit Erw. Schwenk publiziert 
habe.) 

Es gelang nach diesem Verfahren ein Priaparat mit 97,6°/o 
Indikan, wie folgt, darzustellen: 

Zuerst wurde durch tropfenweises Eintragen von ca. 20 g 
Chlorsulfonsiure in viel gut gekthltes Pyridin (ca. 60 g) eine 
Losung der Doppelverbindung von Pyridin und Chlorsulfon- 
siiure hergestellt. Zu dieser wurden ca. 6 g N-Acetindoxyl, 
in sehr wenig Pyridin gelést, zugegeben und das Gemisch zwei 
Tage sich selbst tiberlassen. 

Wiihrend des Stehens schieden sich aus der Fliissigkeit 
so viele feine Nadeln ab, daf das Ganze einen dicken Brei 
bildete. Nach der angegebenen Zeit wurde in einen Fraktionier- 
kolben abgesaugt. Die abgesaugte Flissigkeit wurde im Vakuum 
bei méglichst niedriger Temperatur verdampft, um den Pyridin- 
iiberschu8 mdéglichst zu entfernen, alsdann das noch gebundene 
Pyridin mit ca. 30 ccm konzentrierter wasseriger Kalilauge 
in Freiheit gesetzt und durch neuerliche Vakuumdestillation 
entfernt. 

Der mit Wasser verdiinnte Riickstand wurde durch Kochen 
mit reinster Tierkohle gereinigt, filtriert, dann wurde zur Bindung 
des freien Alkalis in die erhaltene Flissigkeit langere Zeit 
Kohlensiure eingeleitet und schlieBlich abermals im Vakuum 
moéglichst zur Trockene eingedampft. Der noch etwas feuchte 
Riickstand wurde durch Mischen mit entwiéssertem Natrium- 
sulfat zur Staubtrockene gebracht und das Pulver im Soxhlet 
mit Alkohol (Gemisch von 1 Teil absolutem und 2 Teilen 


1) Biochem, Zeitschrift, Bd. 68, S. 347, 1915. 
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96°/oigem Alkohol) extrahiert. Die Extraktionsfliissigkeit wurde 
auf ein geringes Volumen eingedampft, abgekiihlt und mit Ather 
gefallt. Der Niederschlag wurde abfiltriert, mit Ather gewaschen 
und getrocknet. 

Das so erhaltene Rohprodukt wurde nochmals in hoch- 
gradigem Alkohol gelést und wieder mit Ather gefiillt. Schlie8- 
lich wurde mit Wasser aufgenommen, auf dem Wasserbade 
vorsichtig eingedampft und die erhaltenen Krystalle zuerst auf 
Ton, dann im Schwefelséureexsikkator getrocknet. Die so ge- 
wonnene Substanz zeigte unter dem Mikroskope schén aus- 
gebildete Blittchen. 

Die Ausbeute nach diesem Verfahren ist allerdings gering, 
es resultierten 0,72 g Indikan. » 

Der Prozefi verlauft nach folgendem Schema: 





ITT Toa donk OF: 





H H H 
bs C C 
HC C—C-OH + HC C—C-0-SO,-OH HC C-—C-O-SO,-: OK 
l ror] . -_ 
| CISO, - OH | +. 2 KOH +. CH, -CO- OK 
| a HC CG Cs HC C CH-- H,0 
ie ‘se Nef 
C N i} N G N 
H . H : H H 
CO - CH, CO - CH, 


In den Reaktionen zeigte die Substanz das bekannte 
Verhalten, namlich die leichte Oxydation zu Indigo in saurer 
Lésung und die Fallung von Schwefelsiiure erst nach dem 
Kochen mit Saure. 

Die Schwefelsdéurebestimmung ergab folgendes Resultat: 


0,2046 g Substanz geben 0,1854 g Baryumsulfat, 











daher 
gefunden SQ, berechnet fiir C,H,NSO,K 
: 37,3 %/o 38,2 9/0 
‘ Das erhaltene Praparat enthielt somit 97,6°/o Indikan.') 





1) In einer demnachst in der «Biochemischen Zeitschrift» erschei- 
nenden Publikation von Erw. Schwenk und mir wird iiber eine Ver- 
besserung dieses Verfahrens berichtet, bei der unter Vermeidung der 
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Kolorimetrische Indikanbestimmung. 


Von dem synthetisch gewonnenen Indikan wurden folgende 
Loésungen hergestellt: 


Losung A: 0,1332 g Substanz pro Liter, 
> B: 0,0666 » » > , 
Da das verwendete Priparat 97,6°/o Indikan enthielt, so 
waren entsprechend im Liter 
der Lésung A: 0,1300 g Indikan, 
» > B: 0,0650 » > enthalten. 


Es wurde in 25 ccm der Lésung B nach der Methode 
von Ellinger (modifizierte Wang-Obermayersche Methode) 
der Indikangehalt quantitativ festgestellt und 1,27 mg_ statt 
der vorhandenen 1,63 mg gefunden. Wie Ellinger an reinen 
Indikanlésungen festgestellt hat,') gehen bei dieser Methode 
nur etwa 85—86°!y des Indoxyls in Indigo tiber, so daB man 
mit einem Fehler von ca. 15°/o rechnen muf. Unter Beriick- 
sichtigung dieser 15°/o sind in 25 cem der Lésung B nach 
Ellinger 1,49 mg vorhanden, welcher Wert dem tatsichlich 
vorhandenen Indikangehalte von 1,63 mg schon nahe kommt. 

Aus den Indikanlésungen A und B wurden je 10 und 5 ccm 
entnommen, die Indikanbestimmung nach der beschriebenen 
Thymolmethode durchgefiihrt, und die Chloroformausschiitte- 
lungen aus den A-Lésungen auf 50 ccm, aus den B-LOsungen 
auf 25 ccm aufgefiillt. 

Verglichen wurde mit einer Standardlésung von reinem 
Indolignon, die 0,01 g Substanz, entsprechend 0,009 g Indikan 
in 100 cem enthielt, welche Lésung vor dem Gebrauch auf 
das 10-fache verdiinnt wurde. 


Extraktion mit Alkohol ein vollkommen reines Produkt in bedeutend 
groéferer Ausbeute erhalten wird. 

Von dem bei Zusatz von Kaliumhydroxyd ausfallenden Kalium- 
sulfat wird abgesaugt und das Filtrat bei méglichst niedriger Temperatur 
bis auf einen kleinen Fliissigkeitsrest verdunstet. Das sich ausscheidende 
Indikan wird durch Auskochen mit wenig Wasser von dem noch bei- 
gemengten Kaliumchlorid befreit und durch Umkrystallisieren aus heifem 
Alkohol vollig gereinigt. 

') Diese Zeitschr., Bd. 38, S. 178, 1903. 
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1 ccm dieser verdiinnten Lésung entspricht 0,009 mg 
Indikan. 

Versuch I: 10 cem der Lésung A, Gesamtvolumen, der 
Chloroformausschiittelungen 50 cem. Die kolorimetrische Be- 
stimmung erfolgte im Wolffschen Kolorimeter. 

Zylinder I enthielt 25 cem der Standardlésung, ent- 
sprechend 0,225 mg Indikan. 

Zylinder Il 25 cem der Ausschiittelung. Da _ letztere 
stirker gefiirbt erschien, als die Standardlésung, wurde von ihr 
so viel Chloroform abgelassen, bis Farbengleichheit eintrat. Es 
entsprachen 8 ccm der Ausschittelung 25 ccm Standardlésung. 

Daher gefunden in 
10 cem der Lésung A 1,406 mg, berechnet 1,300 mg Indikan. 

Versuch II: 5 ccm der Lésung A, Gesamivolumen, der 
Chloroformausschiittelungen 50 cem. 

Die kolorimetrische Bestimmung erfolgte im Wolffschen 
Kolorimeter. 

Zylinder | enthielt 25 ccm der Standardliésung, ent- 
sprechend 0,225 mg Indikan. 

Zylinder I] 25 cem der Ausschiittelung. Es entsprachen 
17 ccm der Ausschiittelung 25 ccm Standardlosung. 

Daher gefunden in 
5 cem der Lisung A 0,662 mg, berechnet 0,650 mg Indikan. 

Versuch III: 10 ccm der Lésung B, Gesamtvolumen 
der Chloroform-Ausschiittelungen 25 ccm. Die kolorimetrische 
Bestimmung erfolgte in dem kleinen Kolorimeter. 

Zylinder I enthielt 15 ccm der Standardlésung, ent- 
sprechend 0,135 mg Indikan. 

Zylinder IJ 15 eem der Ausschiittelung. 

Da der Inhalt des Zylinders II stirker gefiirbt erschien, 
als der des Zylinders I, wurde von II so viel Chloroform ab- 
gelassen, bis Farbengleichheit eintrat. 

Es entsprachen 5,2 ccm des Zylinders Il 15 ccm des 
Zylinders I. 

Daher gefunden in 
10 cem der Lésung B 0,6490 mg, berechnet 0,6500 mg Indikan. 

Versuch IV. 5 cem der Lésung B, Gesamtvolumen der 
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Chloroform-Ausschiittelungen 25 cem. Die kolorimetrische Be- 
stimmung erfolgte im kleinen Kolorimeter. 

Zylinder I enthielt 15 ccm der Standardlésung, ent- 
sprechend 0,1350 mg Indikan. 

Zylinder II enthielt 15 ccm der Ausschiittelung. , 

Es entsprachen 15 ccm der Standardlésung 10,3 ccm 
der Ausschittelung. 

Daher gefunden in 
5 ecm der Lésung B 0,3277 mg, berechnet 0,3250 mg Indikan. 

In gleicher Weise habe ich in je 8, 6, 4, 2 ccm der 
Loésungen A und B den Indikangehalt kolorimetrisch bestimmt 
und lasse nachstehend die Resultate tabellarisch folgen: 


l 

















Lésung A | Gefunden | Berechnet 
Anzahl der ccm | Indikan in mg | Indikan in mg 
8 | 1,120 | 1,040 
6 | 0,820 0,780 
4 | 0,538 | 0,520 
2 0,255 0,260 
OQ LO G—G GG Gee 
Liésung B | Gefunden Berechnet 
Anzahl der ccm | Indikan in mg Indikan in mg 
8 | 0,548 | 0,520 
6 | 0,382 0,390 
4 | 0,265 | 0,260 
2 | 0,128 0,130 





In konzentrierten Lésungen sind die Differenzen etwas 
groBer als in verdiinnten Lésungen; es ist aber kein Zweifel, 
dafi bei Verwendung geeigneterer Apparate die Einstellung der 
Farbennuancen wesentlich schiarfer erfolgen kénnte. 

Jedenfalls geht aus den Versuchen hervor, daf in reinen 
Indikanlésungen der Indikangehalt nach dem_beschriebenen 
Verfahren kolorimetrisch bestimmt werden kann. 


Uber die quantitative Bestimmung des Indikans 
in Harnen. 
Ich habe die relativ einfache und theoretisch gut be- 
griindete kolorimetrische Methode bei einer Reihe von Harnen 
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praktisch durchgefiihrt und hierbei folgenden Vorgang ein- 
gehalten : 

Der Harn wird mit !/10 seines Volumens an Bleiessig 
gefallt und das Filtrat zur Bestimmung verwendet. 5—10 ccm 
Harn (je nach dem Ausfall der qualitativen Vorprobe) werden 
mit 1 ccm einer 5°/oigen alkoholischen Thymollésung durch 
Schiitteln im Schiitteltrichter gut vermischt und hierauf das 
gleiche Volumen einer rauchenden Salzsdure, welche 5 g Eisen- 
chlorid pro Liter enthilt, hinzugefiigt. Nach griindlichem Durch- 
schiitteln lift man ca. 2 Stunden stehen. Dabei scheidet sich 
das iiberschiissige Thymol und das gebildete Salz des Indo- 
lignons aus. Nach dieser Zeit extrahiert man in der tblichen 
Weise die Harnfliissigkeit mit reinem Chloroform, bis die 
letzte Ausschiittelung farblos erscheint. Die einzelnen Aus- 
schiittelungen lat man in einen anderen Schiitteltrichter ab, 
in dem sich destilliertes Wasser befindet und schittelt nun 
den Chloroformextrakt mit diesem gut durch. Hierbei ver- 
schwindet die violette Farbe der Chloroformlésung und letztere 
nimmt einen rotbraunen Farbenton an. 

Zum Zwecke der weiteren Reinigung lift man die Chloro- 
formlésung in den ersten Schiitteltrichter abflieBen, der in- 
zwischen gereinigt und mit einer sehr verdiinnten Natronlauge 
(8/500 bis "/1000) beschickt wurde. 

Das zuriickbleibende Waschwasser, welches einzelne 
Chloroformtrépfchen zuriickhalt, wird mit einigen Kubikzenti- 
meter reinem Chloroform geschiittelt und auch dieses in den 
Schiitteltrichter mit der Alkalilésung gebracht. Nach mehr- 
fachem Umschiitteln laft man den Inhalt des Schiitteltrichters 
einige Zeit ruhig stehen, bis sich die Chloroformschicht gut 
abgesetzt hat; hierauf wird die Chloroformlésung in ein 25 
oder 50 ccm fassendes Kélbchen abflieBen gelassen. Man fiillt 
dann bis zur Marke mit reinem Chloroform auf, schiittelt um 
und Jat die so erhaltene Chloroformlésung noch einige Zeit 
ruhig stehen, wobei eventuell mitgerissene Wassertrépfchen 
sich an den Glaswandungen absetzen. 

Fiir die kolorimetrische Bestimmung bereitet man sich 
eine Standardlésung aus synthetisch gewonnenem 4 Cymol-2- 
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indolindolignon, von dem man 0,01 g in 100 ccm Chloroform 
auflést. Diese Standardlésung ist gut haltbar. Fiir die jeweiligen 
kolorimetrischen Bestimmungen werden 5 ccm der Standard- 
lésung auf 50 cem mit Chloroform verdiinnt und mit der so 
erhaltenen Losung die Choroformausschiittelung aus dem Harne 
im Kolorimeter in der bereits beschriebenen Weise verglichen. 

Nach diesem Verfahren habe ich den Indikangehalt einer 
Anzahl verdiinnter und konzentrierter Harne, von normaler 
sowohl als auch von _ pathologischer Beschaffenheit durch- 
gefihrt. 

In den meisten Fallen konnte die kolorimetrische Be- 
stimmung gut durchgeftihrt werden. Bei einigen Harnproben 
zeigte die Chloroformlésung einen Farbenton, der mit dem der 
Vergleichslésung nicht ganz tibereinstimmte. Es gelang aber 
dann durch Neuausschiittelung einer frischen Harnportion ver- 
wendbare Losungen zu erhalten. Nur in zwei Fallen war die 
kolorimetrische Bestimmung trotz mehrfacher Wiederholungen 
nicht durchfthrbar und die nahere Priifung ergab, daB beide 
Harnproben von Patienten stammten, die verschiedene Medika- 
mente eingenommen haben. Da es zu weit fiihren wiirde, durch 
systematische Versuche festzustellen, welche Medikamente auf 
die Durchfiihrung der kolorimetrischen Methode storend ein- 
wirken kOnnen, habe ich siimtliche in der nachstehenden Tabelle 
verzeichneten quantitativen Indikanbestimmungen ausschlieflich 
in Harnen durchgefiihrt, bei welchen der EinfluB einer Medikation 
als ausgeschlossen erachtet werden kann. Beziiglich der Arbeits- 
bedingungen ist zu bemerken, daf man sowohl bei der Her- 
stellung der Standardlésung, als auch bei den sonstigen Mani- 
pulationen auf unbedingte Reinheit der verwendeten GefaBe 
und Pipetten achten muf, weil schon sehr geringe Spuren von 
Sduren eine Veriinderung des Farbentones hervorrufen kénnen. 

Auch sei darauf hingewiesen, daf die bescbriebene Methode 
ein sehr exaktes Arbeiten voraussetzt, zumal bei kolorimetrischen 
Bestimmungen naturgemiif schon geringe Fehler das Gesamt- 
resultat wesentlich beeinflussen. Aus diesem Grunde wird das 
Verfahren auch kaum ein Gemeingut des praktischen Arztes 
werden k6nnen. 
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Neben der Indikan-Bestimmung nach dem neuen kolori- 
metrischen Verfahren wurde zum Vergleiche in jedem Harne 
der Indikangehalt nach den titrimetrischen Methoden von 
Ellinger') (modifizierte Wang-Obermayersche Methode) und 
Immabuchi?) ermittellt. 

In einzelnen Fallen wurde der Indikangehait auch nach 
der Boumaschen Methode') festgestellt. 

Die titrimetrischen Methoden zur Bestimmung des Harn- 
indikans mit Permanganat haben eine midglichst weitgehende 
Reindarstellung des durch Oxydation erhaltenen indigoiden 
Farbstoffes zur Grundlage. 

Der Farbstoff muf frei von organischen Beimengungen 
sein, mégen diese nun aus dem Harn herriihren oder bei der 
Reaktion erst entstanden sein. E. Wang,*) dem wir die erste 
brauchbare Methode zur Indikanbestimmung im Harne_ ver- 
danken, hat die Verbesserung seines Verfahrens eine Reinigung 
des Chloroformriickstandes mit Ather-Alkohol-Wasser (1:1 : 1) 
vorgeschlagen. Maillard>) empfahl, die Farbstofflésung in 
Chloroform mit schwachem Alkali zu schiitteln und nachher 
vom Alkali durch Waschen mit Wasser zu befreien. Am ein- 
fachsten verfaihrt Ellinger, indem er sich mit einer mehr- 
maligen Waschung mit heissem Wasser begniigt. Bei dieser 
Arbeitsweise soll nach Immabuchi eine Abloésung des Indigos 
von der Gefiiiwand nicht vorkommen, eine Behauptung, die 
nach meinen Erfahrungen nicht immer zutrifft. 

In vielen Fallen ist ein Verlust nicht zu vermeiden. Denn 
gerade bei der geringen Menge des Indigo, die man Ofters hat, 
ist eine Beobachtung abgelodster Teilchen haufig nicht mdglich. 
Dies gilt insbesondere fiir starken Riickstand liefernde Harne, 
bei denen es oft vorkommt, da sich braune, in Wasser nicht 
lésliche Schmieren bilden, die mit heifem Wasser in Beriihrung 





1) Diese Zeitschr., Bd. 38, S. 178, 1903. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 60, S. 502, 1909. 

5) Diese Zeitschr., Bd. 32, S. 82, 1901 und Bd. 39, S. 356, 1903. 

4) Diese Zeitschr., Bd. 25, S. 406, 1898. 

5) Maillard, L’indoxyle urinaire etc., Paris 1903 und diese Zeit- 
schrift, Bd. 41, S. 437, 1904. 
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gebracht, fliissig werden und auf dem Wasser schwimmen. 
Dieselben kénnen ganz wohl Indigoteilchen enthalten, die so 
der Bestimmung entgehen. 

Nach meinen Erfahrungen kénnte bei dem Verfahren nach 
Ellinger auch darin eine Fehlerquelle liegen, dafi die Ab- 
spaltung des Indoxyls mit Salzsiure in der Kalte aus dem 
Indikan nicht immer momentan quantitativ erfolgt. Vielleicht 
ist unter anderem auch auf diesen Umstand das hiaufige Plus 
an Indikan nach der Methode von Immabuchi zuriickzuftihren. 
Wird doch bei dieser Methode vor dem Ausschiitteln ca. zehn 
Minuten stehen gelassen, wihrend von Ellinger die sofortige 
Extraktion mit Chloroform vorgeschrieben ist. 

Die Ausschiittelungen mit Chloroform nach Ellinger 
waren in der Regel schén blau. Erst beim Eindampfen trat 
der auch von anderen Forschern beobachtete Umschlag in rot- 
violett ein. Durch einen einfachen Versuch laft sich die Ur- 
sache dieser Umfirbung feststeilen. L6st man gleiche Mengen 
reinen Indigos (Handelsprodukt) einmal in reinem Chloroform, 
das andere Mal in solehem Chloroform auf, das durch Schiitteln 
mit konzentrierter Salzsiure mit Salzsduregas gesattigt ist, so 
erhilt man fast gleichténige L6sungen. Sobald man aber die 
beiden Lésungen erhitzt, tritt ein Unterschied auf. Die salz- 
sdurehaltige Losung wird rasch tief violett, wahrend die andere 
schon blau bleibt. Es ist damit festgestellt, dai dieser inte- 
ressante Farbenumschlag nur auf der Sattigung des Chloroforms 
mit Salzsiuregas beruht, die beim Schiitteln mit dem stark 
salzsauren Harn eintreten mub. 

Ellinger hat die Fehlergrenze der quantitativen Indikan- 
bestimmung durch Titration des in die Sulfosdure itibergefiihrten 
Farbstoffes mit Permanganat zu etwa 14—15°/o festgestellt 
und zwar in reinen Indikanl6sungen. Wie die Verhaltnisse aber 
bei Harnen liegen, ist durch die von Ellinger angestellten 
Versuche an mit Harn verdiinnten reinen Indikanlésungen nicht 
klargestellt. Denn einerseits sind nur drei Versuche mit reinen 
Indikanlésungen vorgenommen worden, anderseits zeigte der 
zum Verdiinnen verwendete Harn ein so niedriges spezifisches 
Gewicht, daB man die so erzielten Resultate nicht gut auf 
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Harne im allgemeinen tibertragen kann. Auch ist insofern eine 
kleine Differenz in dem angewandten Verfahren gegeniiber der 
iiblichen Vorschrift zu konstatieren, als Ellinger nur zweimal 
mit heifem Wasser wascht, wihrend fiir den Harn eine 3 bis 
4malige Waschung als unbedingt erforderlich bezeichnet wird. 
Es ist auch nicht erwihnt, ob die Reduktionsfihigkeit der 
Waschwasser gepriift wurde und ob tatsiichlich schon das 
zweite Waschwasser frei von reduzierenden Substanzen war. 
Weiter sei auf die Ausfitihrungen von Bouma’) hingewiesen, 
daB man bei Wiederholung der Ausschiittelung nach einiger 
Zeit noch immer Indigo erhalten kann. 

Aus diesen Darlegungen geht hervor, dafi man den von 
Ellinger festgesetzten Verlust von ca. 14—15°9/o nicht als 
Durchschnittszahl auffassen kann, vielmehr diirften bei 
pathologischen und konzentrierten Harnen die Fehler 
wesentlich héhere sein. 

Beziiglich der Methode von Immabuchi, welche sich be- 
kanntlich von der Ellingerschen durch die Anwendung eines 
anderen Oxydationsmittels, némlich des Kupfervitriols in salz- 
saurer Lésung, unterscheidet, gelten dieselben Kedenken, wie 
fiir die Ellingersche Methode. Die im allgemeinen etwas 
hdheren Resultate nach Immabuchi diirften, wie schon 
Ellinger hervorgehoben hat, auch darauf zuriickzufiihren sein, 
dai eine weitere Oxydation des Indigos zu Isatin nicht so 
leicht erfolgt, wie bei Verwendung von Eisenchlorid. 

Wiihrend die oben erwahnten Methoden das Indoxyl des 
Harns in Indigo tiberfiihren, beruht bekanntlich die Methode 
von Bouma?) und auch die von Authenrieth und Funk 
modifizierte Boumasche Methode darauf, dafi das Indoxyl im 
Harne mit Isatin zu Indigrot (Indirubin) gekuppelt wird. Bei 
der Nachpriifung der Boumaschen Methode konnten die guten 
Resultate Boumas nicht bestiitigt werden. Wéiihrend man bei 
Harnen mit hOherem Indikangehalt schén rote Lésungen er- 
hilt (blaue Tone fanden wir nur selten), war es nicht mdglich, 
bei Harnen mit niedrigem Indikangehalt iiberhaupt eine Jndig- 





1) Diese Zeitschr., Bd. 39, S. 356, 1903. 
2) Diese Zeitschr., Bd. 39, S. 356, 1903. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 
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rotbildung festzustellen. In der Kalte (beim Versetzen mit der 
Isatinsalzsaéure) erhielt ich zwar eine Rotfarbung des Harnes 
resp. der Ausschiittelung. Nach dem vorgeschriebenen Er- 
warmen auf dem kochenden Wasserbade aber farbte sich die 
Fliissigkeit nur tief dunkelbraun und mit Chloroform lieB sich 
blof ein schmutzig rotbrauner Extrakt gewinnen, der durch 
Auskochen mit Wasser nur sehr schwer gereinigt werden konnte. 
Die weiter gewonnenen Sulfosdéureldsungen waren weder 
rot noch klar, sondern schmutzig braunrot und liefen einen 
Endpunkt der Titration absolut nicht erkennen. ') 
Ganz ahnliche Erfahrungen hat auch Ellinger gemacht.?) 
Fiir klinische Zwecke hat Bouma seine Methode kolori- 
metrisch verwertet, indem er die Chloroformextrakte in seinem 
Indikanurometer mit Standardlésungen von Indigrot verglich. 
Ich habe ebenfalls versucht, den Indikangehalt einiger Harne 
kolorimetrisch nach dem Boumaschen Verfahren zu bestimmen, 
aber stets viel zu hohe Werte erhalten, was u. a. auch auf 
folgende Beobachtung gelegentlich der Anwendung der titri- 
metrischen Methode von Bouma zuriickzuftihren sein diirfte. 
Bei der Waschung des Chloroformriickstandes mit hei&em 
Wasser zeigten die ersten Waschwasser in den meisten der 
von mir untersuchten Harnproben eine hellrote Farbung. Da 
diese nicht vom Indirubin herriihren kann, da doch Indirubin 
in Wasser unldslich ist, so kann man nur an die Gegenwart 
anderer roter Farbstoffe denken, die bei der Operation in 
Harnen in mannigfachen Fallen auftreten. Da nun bei der 
kolorimetrischen Bestimmung des Indirubins diese Stoffe nicht 
entfernt werden, miissen die Resultate in solchen Harnen zu 
hoch ausfallen, was auch tatsachlich der Fall ist. 
Autenrieth und Funk) haben die gleiche Reaktion 
wie Bouma zu einer klinischen Methode verwendet. Sie 


fiihren diese folgendermafen aus: 


‘) Reines Indirubin synthet. krystallisiert zur Einstellung der Per- 
manganatlisung hat mir die Badische Anilin- und Sodafabrik freund- 
lichst tiberlassen, wofiir ich auch an dieser Stelle warmstens danke. 

2) Diese Zeitschr., Bd. 38, S. 195, 1903. 

8) Miinchner mediz. Wochenschrift 1912, Nr. 13 und 14. 
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«5,5 cem des Filtrats von der Bleiessigfallung des Harns 
werden mit 10 ccm der Boumaschen Isatinsalzsiure in einem 
100 cem Erlenmayer-KO6lbchen versetzt und nach einer Viertel- 
stunde 10 ccm Chloroform zugegeben. Unter haufigem Um- 
schiitteln bleibt das Ganze 4—5 Stunden an einem vor Licht 
geschiitzten Ort stehen. Nach dieser Zeit ist alles Indigorot 
ins Chloroform iibergegangen. Man gibt dann in einem Scheide- 
trichter, laf8t die Chloroformschichte in einen graduierten Mef- 
zylinder ab und gibt noch so viel Chloroform durch den Scheide- 
trichter nach, bis das Volumen genau 10 ccm betragt.» Hierauf 
wird die so bereitete Indigorotlésung kolorimetrisch mit einem 
Standardkeil verglichen und dadurch die Bestimmung vorge- 
nommen. — Die Wertlosigkeit der Methode zeigt sich schon 
darin, dafS man stets nach 4—5stiindigem Stehen aus der 
Harnlésung noch Indigorot gewinnen kann. Ks ist also die 
Behauptung von Autenrieth und Funk vollig unrichtig, dab 
dann alles Indigorot in Chloroform gelést ist. Selbst nach 
24 stindigem Stehen war es nicht mdglich, mit einer Aus- 
schiiltelung das Auslaugen zu finden. Im Gegenteil zeigte es 
sich, daf bei einem solchen Verfahren eine gréfere Anzahl 
von Ausschittelungen vorgenommen werden mufi, um so weit 
zu kommen, dai das Chloroform nur mehr schwach gefirbt 
erscheint. Ich habe daher diese Modifikation der Boumaschen 
Methode tiberhaupt nicht zum Vergleiche herangezogen. 

Ich lasse nunmehr die bei normalen und patholo- 
gischen Harnen erhaltenen Indikanwerte tabellarisch folgen. 

Ich bemerke, dai bei jedem Harne die Indikanbestim- 
mungen nach den verschiedenen Methoden zu gleicher Zeit 
vorgenommen wurden, da ich die von Stanford!) gemachten 
Angaben iiber die Unbestandigkeit der indigobildenden Sub- 
stanzen im Harne beim Stehenlassen bestatigt fand. 

Aus den in umstehender Tabelle verzeichneten Resultaten 
geht zunichst hervor, dafi bei einigen Harnen die Methoden von 
Ellinger und Immabuchi fast iibereinstimmende Zahlen 
lieferten, bei einigen Harnen waren die Ergebnisse nach Imma- 
buchi etwas geringer als nach Ellinger, in den meisten 





’) Diese Zeitschr., Bd. 87, S. 188—206. 
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Fillen aber sind die Resultate nach Immabuchi hoéher ausge- 
fallen? Bei dem Harn Nr. 3 betrug die Differenz sogar -+- 38,8°/o, 
bei Nr. 4 + 22,7°/o und bei Nr. 16 -+- 33,5°/o. 

Die titrimetrische Methode nach Bouma habe ich bei 
9 Harnen angewendet. Bei 4 Harnen war es nicht mdglich, 
die Titration durchzufiihren, bei den tibrigen Proben resultierten 
zu hohe Zahlen. 

Noch weit héher waren die nach der kolorimetrischen 
Methode von Bouma erhaltenen Werte. 

Was nun die Ergebnisse nach meiner Methode betrifft, 
so bewegen sich bei den normalen Harnen Nr. 1, 2, 3, 4, 5, 6,7 
und 8 die Differenzen gegeniiber der Methode von Ellinger 
zwischen 12,9°/o und 22,2°/o. Erwagt man, daB Ellinger die 
Fehlergrenze der quantitativen Indikanbestimmung durch Titra- 
tion des in die Sulfoséure tibergefiihrten Farbstoffes mit etwa 
—15°/o sichergestellt hat, so kénnen die oben angefiihrten 
Resultate nach meinem Verfahren als befriedigend bezeichnet 
werden. Nur bei den zwei normalen Harnen 3 und 4 ergaben 
sich wesentlich héhere Differenzen, némlich +- 44,6°/o bezw. 
+- 36,0°/o. 

Bei diesen 2 Proben resultierten aber auch zwischen den 
Methoden von Ellinger und Immabuchi Differenzen von 
+ 38,8°/o bezw. +- 22,7°/o, so daB die nach Immabuchi 
erhaltenen Zahlen gegentiber den Werten nach dem Thymol- 
Verfahren nur Differenzen von +- 4,0°/o bezw. -+- 11,1 °/o zeigen. 
Versuche, diese Unstimmigkeiten durch Arbeiten unter Luft- 
abschlu8 nach dem Vorschlage von Stanford!) (Durchleiten 
von Kohlendioxyd) zu beseitigen, haben zu keinem positiven 
Ergebnisse gefthrt. 

Unter Beriicksichtigung dieser Tatsache kénnen die bei 
den untersuchten normalen Harnen nach meinem Verfahren 
erzielten Werte als die wahrscheinlichsten angesehen werden. 

Weit héher sind aber die Differenzen bei den patholo- 
gischen Harnen. So finden wir bei dem Harn Nr. 9 eine 
Differenz zwischen den Werten nach Ellinger und denen der 


1) Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 47—5d. 
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Thymol-Methode von 38,2°/o, zwischen den Werten nach Imma- 
buchi und denen der Thymol-Methode von 57,1°/o, bei dem 
Harn Nr. 11 Differenzen von 57,9°/o bezw. 59,3°/o, bei dem 
Fieberharn Nr. 14 Differenzen von 40,2°/o bezw. 37,5°/o usw. 

Aus den Zahlen der Tabelle geht jedenfalls mit Sicher- 
heit hervor, dafi die Frage der quantitativen Indikan-Be- 
stimmung im Harn keineswegs als abgeschlossen erachtet 
werden kann. 

Die Versuche an pathologischen Harnen werden fortge- 
setzt, und ich behalte mir vor, auf eine eingehende kritische 
Besprechung aller quantitativen Indikan-Methoden zuriickzu- 
kommen, sobald ich iiber ein geniigend umfangreiches Material, 
bei welchem auch der Zusatz reiner Indikanlésungen von be- 
kanntem Gehalte erfolgen soll, verfiigen werde. 


Zusammenfassung. 


1. Wenn Harn, der Indikan enthalt, mit Thymol und 
eisenchloridhaltiger konzentrierter Salzséure versetzt und dann 
mit Chloroform geschiittelt wird, so nimmt das Chloroform eine 
schéne violette Farbung an. Diese Reaktion ist auf die Bildung 
des salzsauren Salzes einer Verbindung von corulignonartiger 
Konstitution zuriickzufiihren und zwar des 4-Cymol-2-indolin- 
dolignons. 

Diese Substanz entsteht aus 1 Molekiil Indoxyl und 1 Mole- 
kil Thymol infolge Oxydation durch die eisenchloridhaltige 
Salzsaéure und krystallisiert in sch6nen roten Krystallen, welche 
bei 218—220° C. unter Zersetzung schmelzen. 

Das Chlorhydrat, welches 1 Mol. HCl enthalt, lost sich in 
Chloroform mit sehr intensiver violetter, das Indolignon selbst 
dagegen, welches schon auf Zusatz von Wasser oder sehr ver- 
diinntem Alkali zu der Chloroformlésung entsteht, mit roter 
Farbe. 

2. Zum qualitativen Nachweis von Indikan im Harn 
empfiehlt sich diese Reaktion, welche alle bisher vorgeschlagenen 
Methoden an Empfindlichkeit weit iibertrifft, in folgender Aus- 
fiihrung: Man versetzt 10 cem Harn mit 1 ccm einer 5°/oigen 
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alkoholischen Thymollosung und schiittelt um. Hierauf fiigt 
man etwa 10 ccm einer rauchenden Salzséure hinzu, welche 
5 g Eisenchlorid pro Liter enthalt, schittelt nochmals sorg- 
filtig um und laf{t ca. 15 Minuten stehen. Nachher fiigt man 
ungefahr 4 ccm Chloroform hinzu und extrahiert durch wieder- 
holtes sanftes Schiitteln den Farbstoff, wobei sich das Chloro- 
form intensiv violett farbt. Die Probe gestattet in 10 ccm Harn 
noch 0,0032 mg Indikan nachzuweisen. 

3. Es wird an einer Reihe von Versuchen gezeigt, dab 
das 4-Cymol-2-indolindolignon sich gut zur quantitativen Be- 
stimmung des Indikans in reinen Losungen auf kolorimetrischem 
Wege verwenden abt. 

4. In Harnen erfolgt die quantitative Indikan-Bestim- 
mung wie folgt: 5—10 ccm des mit !/10 seines Volumens an 
Bleiessig versetzten Harns werden mit den entsprechenden 
Mengen alkoholischer Thymoll6sung und _ eisenchloridhaltiger 
rauchender Salzsiure versetzt, gut gemischt und 2 Stunden 
stehen gelassen. Hierauf extrahiert man in der tiblichen Weise 
die Harnfliissigkeit mit Chloroform, bis die letzte Ausschiitte- 
lung farblos erscheint. Durch Schiitteln mit destilliertem Wasser 
wird der Chloroform-Ausschiittelung die Salzsiure entzogen. 
Die Chloroformlésung wird dann mit Chloroform auf ein be- 
stimmtes Volumen aufgefiillt und der Gehalt an Indolignon 
kolorimetrisch bestimmt. 

Als Standardl6sungen verwendet man eine LOsung von 
0,01 g 4-Cymol-2-indolindolignon in 100 ccm Chloroform, welche 
gut haltbar ist und zu einzelnen kolorimetrischen Bestimmungen 
entsprechend verdiinnt wird. 

5. In einer Anzahl normaler und pathologischer Harne 
wurde der Indikangehalt nach der neuen Methode und zum 
Vergleiche auch nach den Methoden von Ellinger (modifizierte 
Wang-Obermayersche Methode), Immabuchi und Bouma 
bestimmt. In normalen Harnen betrug die Differenz zwischen 
der Methode von Ellinger und von Jolles im Durchschnitt 
ca. 23°/o, zwischen der Methode von Immabuchi und von 
Jolles im Durchschnitt ca, 11°/o. Erwagt man, daB Ellinger 
die Fehlergrenze der quantitativen Indikanbestimmung durch 
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Titration des in die Sulfosiure tibergefiihrten Indigofarbstoffes 
mit etwa 15°/o sichergestellt hat, so kénnen die nach dem 
neuen Verfahren erhaltenen Resultate als befriedigend be- 
zeichnet werden. 

Weit héher waren aber die Differenzen bei pathologischen 
Harnen, namentlich bei Fieberharnen und nephritischen Harnen. 

6. Die nach der Boumaschen Methode ermittelten Werte 
haben nach keiner Richtung hin befriedigt. 

7. Die kolorimetrische Indikanbestimmung im Harne nach 
Authenrieth und Funk kann nicht als quantitative Methode 


bezeichnet werden. 











Studien iber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
II. Mitteilung. 
Ein neues Verfahren zur Aufhebung der Parallelitat zwischen 
Chymosin- und Pepsinwirkung. 
Von 


Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. April 1915.) 


Wahrend meiner Untersuchungen tiber die Pepsin- und 
Chymosinfrage habe ich wiederholt das Bediirfnis empfunden, 
statt der Infusionen, zu deren Bereitung man nicht immer und 
zu jeder Jahreszeit das n6étige Material zur Hand hat, ein 
Rohenzym in fester Form vorratig zu besitzen, aus dem man 
bei Bediirfnis leicht reinere, aber trotzdem kraftig wirkende 
Enzymlésungen bereiten kénnte. Nun gibt es allerdings kauf- 
liche Pepsin- und Labpriéparate in fester Form, aus welchen 
man leicht durch Auflésung in Verdauungssalzséure, bezw. in 
Wasser, kriftig wirkende Enzymlésungen darstellen kann; 
aber leider kennt man am Oftesten weder das Rohmaterial, 
aus dem sie dargestellt sind, noch die Darstellungsweise oder 
die etwaigen Zusiitze, welche sie enthalten. Aus diesen Griinden 
kénnen solche Praparate nur fiir gewisse Untersuchungen in 
Betracht kommen. 

Ich versuchte deshalb ein Verfahren zur Darstellung von 
einem Rohenzym in fester Form, aus welchem Enzymlésungen 
leicht zu gewinnen sind, auszuarbeiten; und wahrend dieser 
Arbeit fand ich bald, daB man aus Kalbsmiigen leicht und 
ohne besondere Eingriffe Enzymlésungen mit stark aufge- 
hobener Parallelitaét zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung 
gewinnen kann. 

Als Ausgangsmaterial benutzte ich die mit Kochsalz fein 
zerriebene und dann getrocknete Driisenschicht der Schleim- 
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haut. Die, nach dem in einem vorigen Aufsatze!) beschriebenen 
Verfahren, abgeschabte Driisenschicht des Labmagens wird 
mit der fiinffachen Menge reinem (also calcium- und magnesium- 
freiem) NaCl genau zerrieben und die vollig homogene Masse 
in so diinner Schicht auf Fensterglas oder ganz flache Schalen 
aufgestrichen, dali sie bei Zimmertemperatur im Laufe von 
etwa 12 Stunden trocken wird. Selbstverstindlich kann man 
durch besondere Anordnungen das Eintrocknen beschleunigen, 
aber dies ist iiberfliissig, und selbst ein etwas langsameres 
Eintrocknen ist ohne Nachteil, indem das NaCl die Zersetzung 
und Fiulnis verhindert. Die trockene, harte Masse wird zu 
einem feinen Pulver zerrieben und dann im Exsikkator noch 
weiter getrocknet. Dieses Driisen-Kochsalzpulver scheint, in 
einer trockenen, geschlossenen Flasche aufbewahrt, sehr lange 
und jedenfalls monatelang haltbar zu sein. 

Aus diesem Pulver kann man nun, in erster Linie durch 
Extraktion mit Wasser, Fraktionen mit ungleicher enzymatischer 
Wirksamkeit erhalten, und die Verarbeitung dieses Roh- 
materiales geschieht in folgender Weise. Das Driisen-Koch- 
salzpulver wird in einem mit Glasstopfen verschlieBbaren 
Zylinder mit Wasser bei Zimmertemperatur behandelt. Wenn 
man auf rund 40 g Pulver 100 ccm Wasser zusetzt und das 
Kochsalz unter leisen Bewegungen ohne Schiitteln sich darin 
auflésen laft, so erhalt man in der Fliissigkeit aufgeschlemmt 
einen feinen Driisenschlamm, welcher langsam zum Boden 
sinkt, wihrend das ungeléste NaCl einen rasch sich absetzenden 
Bodensatz bildet. Der Bodensatz wird mehrmals im Laufe 
von einigen Stunden in die Fliissigkeit aufgeriihrt unter leisen 
Bewegungen des Zylinders (ohne Schiitteln), bis kein NaCl 
sich mehr l6st und man also sicher sein kann, dab die Lésung 
mit NaCl gesattigt ist. Dann lift man das Gemenge bis zum 
folgenden Tage stehen, wo man stark zentrifugiert. Man er- 
halt in dieser Weise eine kochsalzgesiittigte Fliissigkeit A. 
und einen aus Driisenschlamm und etwas iiberschiissigem NaCl 
bestehenden Bodensatz B. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 56, S. 26. 
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Diesen Bodensatz extrahiere ich meistens noch einmal 
mit gesiittigter NaCl-Lésung, und in einigen Fallen habe ich 
sogar noch eine zweite Extraktion mit NaCl-Saturation folgen 
lassen. Dies scheint jedoch iiberfliissig zu sein, und schon 
die erste Extraktion mit Wasser geniigt regelmabig, um L6- 
sungen mit aufgehobener Parallelitét der beiden Enzymwirkungen 
zu gewinnen. 

Bei naherer Untersuchung sowohl der kochsalzgesattigten 
Fliissigkeit A wie des Bodensatzes B findet man niémlich, daB 
beide enzymhaltig sind, aber in verschiedenem Grade. Das 
Enzym aus A zeigt sowohl Chymosin- wie Pepsinwirkung, aber 
die letztere ist sehr stark im Vergleiche mit der Wirkung des 
aus B erhaltenen Enzymes, welches regelmaSig sehr schwach 
peptisch, aber dagegen stark labend wirkt. 

Sowohl aus der Lésung A wie aus dem Bodensatze B 
kann man durch Dialyse, resp. durch Zusatz von Wasser und 
Dialyse Enzymlésungen direkt gewinnen. Infolge der grofen 
NaCl-Mengen werden sie indessen hierbei stark verdiinnt, sie 
sind unklar und mehr oder weniger schwer filtrierbar. Es ist 
deshalb besser, in beiden Fallen das Enzym in fester Form 
auszuscheiden, was leicht gelingt, wenn man die kochsalz- 
gesiittigte Losung mit 0,2°/o HCl versetzt. Das Verfahren ge- 
staltet sich ein wenig verschieden, je nachdem es um die Ver- 
arbeitung der L6sung A oder des Bodensatzes B sich handelt; 
und da der letztere die Hauptmenge der Enzyme enthialt, will 
ich zuerst die Verarbeitung des Bodensatzes B_ beschreiben. 

Dieser Bodensatz, mit dem ungelésten NaCl, wird in 
einem Glaszylinder mit Salzséure von 0,2°/o HCl unter wieder- 
holtem Umschwenken des Zylinders und unter Zusatz von NaCl 
bei Zimmertemperatur behandelt, bis die Salzséure mit NaCl 
gesiiltigt worden ist. Man erhilt so eine salzgesiattigte Saure 
mit einer flockigen Fillung und einem Driisenschlamm, welche 
beide man ziemlich leicht vom ungelésten NaCl trennen kann. 
Die Menge der angewandten Sdure ist ziemlich gleichgiiltig; 
ich nehme aber gewohnlich so viel, daf ihre Menge etwa der 
Hilfte des zur ersten Extraktion benutzten Wassers entspricht 
(also beim Verarbeiten von 160 g Pulver mit 400ccm Wasser 
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etwa 200 ccm HCl von 0,2°%o). Nach einiger Zeit, in meinen 
Versuchen meistens nach ein paar Stunden, wird die Fiillung 
mit dem Driisenschlamm durch Leinwand abfiltriert und zwischen 
Papier ausgeprebt. Die ausgeprefte Masse ist braun; nach 
dem Trocknen im Exsikkator und Zerreiben stellt sie dagegen 
ein briiunlich blafigelbes Pulver dar. Dieses Pulver, welches 
selbstverstindlich immer etwas NaCl enthalt, wird als Enzym- 
fraktion B bezeichnet und sie enthaélt, wie oben bemerkt, die 
Hauptmenge der Rohenzyme. Die von dieser Fraktion abfil- 
trierte, sulzgesattigte Siure enthalt allerdings noch ein wenig 
Enzym, aber in so kleiner Menge, dai eine besondere Ver- 
arbeitung derselben nicht verlohnend ist. 

Die mit Kochsalz gesattigte Extraktionsfliissigkeit A ist 
selbst nach wiederholtem, starkem Zentrifugieren nie klar, und 
selbst durch Filtration, welche tibrigens langsam geht, kann 
man sie nicht ganz klar erhalten. Bei Zusatz von Salzsiiure 
bis zu 0,2°/o HCI gibt sie eine grobflockige Fiillung, die man 
abzentrifugieren kann. Diese Fiillung ist indessen sehr klebrig 
und schwer zu verarbeiten. Sie haftet stark sowohl an Filtrier- 
papier wie an Leinwand an; man kann sie nicht gut aus- 
pressen und man kann sie nur mit groBen Verlusten als eine 
von viel Kochsalzmutterlauge verunreinigte, schleimige oder 
klebrige Masse gewinnen. Aus dem Grunde ist es besser, statt 
der direkten Ausfiillung mit 0,2°/o HCl in folgender Weise zu 
verfahren. Man lift die kochsalzgesiittigte Fliissigkeit A in 
grofen flachen Schalen in méglichst diinner Schicht bei Zimmer- 
temperatur eintrocknen, was leicht und ziemlich rasch geschieht. 
Die zurtickgebliebene Masse, die zum allergréfiten Teile aus 
Kochsalzkrystallen besteht, wird nun bei Zimmertemperatur 
mit Salzséure von 0,2°/o HCl behandelt, bis die Siiure gesiittigt 
ist und nur wenig tberschiissiges NaCl ungelist bleibt. Man 
erhilt so eine flockige Fallung, die allerdings fortwihrend 
klebrig ist, die aber beim Zentrifugieren sich scharf absetzt 
und als zusammenhangender Klumpen leicht aus dem Rohre 
auf ein Filter von Leinwand gebracht werden kann. Diese 
Fallung kann man ebenfalls nicht stark auspressen; die Mutter- 
lauge kann man aber durch leises Driicken zwischen Fliel- 
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papier zum gr6éften Teil entfernen, und den Riickstand auf 
dem Leinwandfiltrum kann man ohne besondere Verluste mit 
einem Platinspatel auf ein Uhrglas bringen. Nach dem Trocknen 
im Exsikkator wird pulverisiert. Diese Fraktion, welche man 
immer in viel geringerer Menge als die Fraktion B erhalt und 
welche relativ viel mehr NaCl enthialt, wird als Enzymfraktion A 
bezeichnet. 

Die von der Fraktion A abfiltrierte, salzgesattigte Saure 
enthalt ein wenig Enzym, welches man nach beendeter Dia- 
lyse gegen Wasser nachweisen kann. Die Ausbeute ist indessen 
so klein, daf ich diese Filtrate nicht weiter verarbeitet habe. 

In der nun beschriebenen Weise erhilt man also 2 
Fraktionen A und B, die nach dem Trocknen und Pulverisieren 
gut zur Darstellung von Enzymldsungen sich eignen. Zu dem 
Ende wird das Pulver in etwas Wasser aufgeschlemmt und 
gegen Wasser dialysiert. Die Dialyse verlauft rasch und gut, 
wenn man nicht zu viel Wasser zur Extraktion des Pulvers 
benutzt. Die Hauptmasse des Pulvers ist in Wasser unldslich; 
die Menge der loslichen organischen Substanz ist verhaltnis- 
mifig klein und die Dialyse gilt hauptsachlich das NaCl. Auf 
je 1 g Rohenzym sind etwa 30 ccm Wasser vdllig gentigend, 
und man kann mit Vorteil als Dialysatoren abgesprengte, mit 
Pergamentpapier tibergespannte und mit Stopfen zu schlieBende 
Glasflaschen beniitzen. Die Dialyse geschieht immer in diinner 
Schicht mit etwas Toluol, und bei 3 bis 4maligem Wechsel 
des Aufenwassers kann sie in etwa 12—18 Stunden fertig sein. 

Nach beendeter Dialyse verdiinnt man mit mehr Wasser, 
filtriert und wiischt mit Wasser nach, bis man eine Enzym- 
lésung von passender Wirksamkeit erhalt. Oft kann man mit 
100 bis 150 cem auf je 1 g Pulver kraftig wirkende Lésungen 
erhalten. 

Nach dem Auslaugen und Auswaschen mit Wasser kann 
man den ungelisten Riickstand bei Zimmertemperatur mit 
Salzsiure von 0,1°/o HCl stehen lassen; und man erhilt so 
eine neue, saure, oft kraftig wirkende Enzymlésung, wenn 
man auf den Rest von je 1 g urspriinglichem Pulver etwa 
100 ccm Séure einwirken l|aBt. Diese saure Enzymlésung ent- 
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halt sowohl Pepsin wie Chymosin; aber die Relation zwischen 
den zwei Enzymwirkungen ist hier wiederum eine andere als 
in der aus B mit Wasser erhaltenen und zu demselben Siaure- 
grade gebrachten Lésung. Auch hier kann man also einen 
Mangel an Parallelitaét zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung 
konstatieren. 

Bei der nun beschriebenen Methode werden, wie man 
ersieht, alle Operationen bei Zimmertemperatur oder (die Dia- 
lyse) bei niedrigerer Temperatur ausgefiihrt. Die médglichst 
frische Driisenschicht wird unmittelbar mit reinem Kochsalz 
zerrieben und konserviert, und es werden keine anderen Rea- 
genzien als Wasser, NaCl und Salzsiure von 0,2°/o HCl ver- 
wendet. Unter solchen Umstinden diirfte es wohl unzulissig 
sein, den tatsichlich bestehenden Mangel an Parallelitiét der 
Enzymwirkungen durch die Annahme von Schiadigungen oder 
Modifikationen der Enzyme durch die chemischen Eingriffe 
erklaren zu wollen. Zu dieser Frage werde ich jedoch spiter 
zuriickkommen, nachdem ich erst einige Belege fiir die Brauch- 
barkeit der Methode und einige Beispiele der erhaltenen Re- 
sultate mitgeteilt habe. Daf ich hierbei ein paar Versuche 
recht ausfiihrlich wiedergebe, diirfte wohl im Interesse der 
Sache sein, indem es erst hierdurch moéglich wird, den Wert 
meiner Angaben zu kontrollieren. 

Um Wiederholungen zu vermeiden, erlaube ich mir vor- 
erst, einige Bemerkungen tiber gewisse Teile der Versuchs- 
anordnung vorauszuschicken. Bei den Gerinnungsversuchen, 
die regelmafig bei verschiedenen Temperaturen ausgefiihrt 
wurden, kamen stets auf je 10 ccm Milch 1 ccm Enzymlésung. 
Die Pepsinprobe wurde in erster Linie nach Mett ausgefiihrt: 
da aber die Enzymlésungen aus B hierbei regelmibig ein ne- 
gatives Resultat ergaben, war es notwendig, auch die Pepsin- 
probe mit Karminfibrin bei Zimmertemperatur auszufiihren. 
Beziiglich der Ausfiihrung dieser Probe kann ich im wesent- 
lichen auf einen friiheren Aufsatz!) hinweisen. Besonders 
wichtig ist es, dafs die zu vergleichenden Proben denselben 
Gehalt an festen Stoffen haben, und dies habe ich deshalb 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 142. 
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immer beriicksichtigt. Als Verdiinnungsfliissigkeit der pepsin- 
reicheren Lésung A wurde in den allermeisten Fiillen die zur 
Zerstorung der Enzyme erhitzte, zu vergleichende, pepsin- 
armere Fliissigkeit B verwendet. 

Man kann allerdings hier einwenden, dai bei dem Er- 
hitzen der Enzymldsung vielleicht verdauungshemmende Stoffe 
gebildet oder zerstért werden. Wenn das erstere der Fall 
wire, wiirde dies nur die Beweiskraft der Versuche erhoéhen, 
indem niimlich die mit erhitzter Infusion stark verdiinnte Lésung 
immer bedeutend kriftiger als die andere, B, wirkt. Wenn 
dagegen diese letztere, schwach peptisch wirkende Ldésung 
ihre schwache Wirkung der Gegenwart von hemmenden, durch 
Erhitzen zerstOérbaren Stoffen zu verdanken hatte, wiirde es 
wohl hinsichtlich der Hemmungswirkung ziemlich gleichgiltig 
sein, ob man die erhitzte oder nicht erhitzte Lésung B als 
Verdiinnungsfliissigkeit verwendete. Die nicht erhitzte Losung 
kénnte namlich wohl nur in dem Falle hemmend wirken, wenn 
in ihr ein sozusagen von dem Pepsin nicht in Beschlag ge- 
nommener Uberschu8 an Hemmungsstoffen vorhanden wire. 
Etwas Derartiges hat man indessen keinen Grund anzunehmen. 
Die nicht erhitzte Losung B zeigt immer eine, wenn auch 
schwache, Pepsinwirkung, und freies oder jedenfalls in seiner 
Wirkung nicht gehemmtes Pepsin kommt also in ihr vor. Ver- 
diinnung mit der nicht erhitzten Loésung B wirkt auch in der 
Tat nicht hemmend. Sie wirkt im Gegenteil fordernd, sodab 
die Verdauung etwas rascher als bei Verdiinnung mit der er- 
hitzten Lésung B verlauft. Dies darf man natiirlich nicht so 
deuten, als ob bei dem Erhitzen hemmende Stoffe entstanden ; 
die Erkliirung liegt vielmehr darin, daf die Wirkung der kleinen 
Pepsinmengen in der nicht erhitzten LOsung B der Pepsin- 
wirkung der Loésung A sich hinzuaddiert und die Verdauung 
ein wenig beférdert. Da die Pepsinmengen in der Lésung B 
regelmabig sehr klein sind, ist der Unterschied, wenn man mit 
erhitzter oder nicht erhitzter Losung arbeitet, meistens so klein, 
dai er ohne Bedeutung ist. Da indessen die Verdauung mit 
erhitzter enzymfreier Lésung prinzipiell richtiger ist, habe ich, 
wie gesagt, in den allermeisten Fallen beim Vergleiche von A 
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und B die erhitzte Lésung B als Verdiinnungsfliissigkeit ver- 
wendet. 

Da es nicht darauf ankam, die Differenzen in dem Pepsin- 
gehalte beider Lésungen genau festzustellen, was tibrigens bei 
der Karminfibrinprobe nicht gut gelingt, habe ich nur mit 
groBen Verdiinnungsdifferenzen wie !/25, 1/50, 1/100, 1/150, 1/200 
usw. gearbeitet. Wenn also in einem Falle die pepsinschwache 
Lésung B etwas kriiftiger als A '/200 aber schwacher als A !/150 
wirkte, habe ich den Pepsingehalt in A als > 150 bezeichnet, 
wenn der Gehalt in B gleich 1 gesetzt wird. 

Nach diesen Vorbemerkungen kann ich zu den Beispielen 
ubergehen. 

Versuch 1. 80g Salz-Schleimhautpulver von Saugkalbs- 
magen wurden mit 200 ccm Wasser bei Zimmertemperatur be- 
handelt und nach 24 Stunden zentrifugiert. Der Bodensatz wurde 
mit neuen 150 ccm NaCl-Saturation extrahiert, am folgenden 
Tage zentrifugiert und das Ungeléste noch einmal mit ge- 
sittigter NaCl-Losung (100 ccm) extrahiert. Die drei salz- 
gesittigten Extrakte wurden vereinigt und in sehr diinner 
Schicht bei Zimmertemperatur an der Luft eingetrocknet. Der 
Riickstand wurde mit 300 cem Salzséure von 0,2°/o HCl bei 
Zimmertemperatur behandelt, die flockige Fallung durch Zentri- 
fugieren abgeschieden, auf Leinwand gesammelt, soweit wie 
moéglich ausgepreft, auf ein Uhrglas tibergefiihrt und im Ex- 
sikkator getrocknet (Knzymfraktion A). 

Der mit gesittigter NaCl-Lésung 3mal extrahierte, un- 
geléste Rest wurde mit 200 cem HCl von 0,2°/o behandelt 
und die Liésung mit NaCl gesattigt. Die flockige Fallung und 
der Driisenschlamm wurden durch Leinwand abfiltriert, aus- 
gepreft und getrocknet (Enzymfraktion B). 

Die Fraktion A (gegen 0,8 g) wurde in 25 ccm Wasser 
aufgeschlemmt und 18 Stunden dialysiert. Nach der Filtration 
und dem Nachwaschen betrug die Menge der Enzymlésung 
80 cem mit 0,096°/o festen Stoffen. 

Von der Fraktion B, deren Menge mehr als 2 g betrug, 
wurden 1,25 g in 30 ccm Wasser aufgeschlemmt und ebenfalls 
18 Stunden dialysiert. Die Menge des Filtrates nach wieder- 
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holtem Nachwaschen war 150 cem mit 0,075°/o festen Stoffen 
(Enzymlésung B). 

Die obige, aus der Fraktion A erhaltene Loésung wurde 
nun mit so viel Wasser verdiinnt, dal sie ebenfalls 0,075 °/o 
feste Stoffe enthielt (Enzymlosung A). 

Der von Enzymlésung B abfiltrierte, mit Wasser ausge- 
waschene Rest wurde mit Salzséure von 0,1°/o HCl 2 Tage 
bei Zimmertemperatur unter zeitweisem Umschiitteln stehen 
gelassen. Die Menge des Filtrates, nach dem Nachwaschen 
mit Salzsiure von 0,1°/o, war 100 ccm mit 0,089°/o festen 
Stoffen. Es wurde mit so viel Salzséure von 0,1°/o HCl ver- 
diinnt, daf es ebenfalls 0,075°/o feste Stoffe enthielt (Enzym- 
losung B,). 

In dieser Weise wurden also 5 Enzymlésungen, die alle 
0,75°/o feste Stoffe enthielten, gewonnen. Von diesen ent- 
hielt B, 0,1°/o HCl. A und B waren neutrale. 

Da die Enzymlésung B eine kraftigere Chymosin-, aber 
eine schwiichere Pepsinwirkung als die Losungen A und B, 
zeigte, wiahrend die zwei letzteren viel weniger von einander 
abwichen, wurde die Lésung B auf der einen Seite mit A 
und auf der anderen mit B, verglichen. 


Vergleich der L6sungen A und B. 


Auf Milch wirkte die Lésung B bei 39°C. in 40 Sek., 
Losung A erst nach 5 Minuten. Es war deshalb erwiinscht, 
den Versuch mit starker verdiinnten Enzymloésungen zu wieder- 
holen; und es wurden dann von beiden Lésungen kleine 
Mengen mit je 2 und 8 Vol. Wasser verdiinnt. Die verdiinnten 
Lésungen, mit den Enzymmengen !/3 und !/9, wurden mit 
Milch bei 39° und 28'/2° gepriift. Das Ergebnis war folgendes. 


Bei 28'/2° C. Bei 39° C. 
Lésung A (‘/s) 28 Min. 17 Min. 

>» B('/s) 7'/2 » 2'/2 » 
Chymosinmenge A: B = 1: 3,7 = 1:68 
Lisung A (1/9) 74 Min. 58 Min. 

>» B (*/o) 13 > 6'/s » 


A:B = 1:5,7 = 1:69. 
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Diese Versuchsreihe liefert also weitere Belege fiir die 
in meinem letzten Aufsatze') geschilderte Tatsache, daf die 
Relation zwischen den labenden Wirkungen zweier Enzym- 
lésungen bei verschiedenen Temperaturen eine ungleiche ist 
und dafi die verschiedenen Gerinnungszeiten kein sicheres 
MaB fiir den relativen Enzymgehalt beider ist. DaB die Lésung 
b eine bedeutend stirkere Labwirkung als die Lésung A zeigte, 
ist jedenfalls ganz sicher. 

Dieser Schlufi wurde weiter durch einen Versuch mit 
Caseincalciumphosphatl6sung erhartet. 3,3 gm_ lufttrockenes 
Casein (entsprechend 3 gm reinem, trockenem Casein) wurden 
mit Hilfe von 12 ccm Natriumdiphosphatlésung (von 1,1°/o 
Na,HPO,) und Wasser bis zu 60. ccm gelést. Nach vollstandiger 
Lésung wurden 40 ccm CaCl,-Lésung von 0,3°/o unter Um- 
riihren zugefiigt. Diese stark opalisierende LoOsung wurde bei 
39° C. milchweif, gerann aber nicht. Sie wurde nun mit den 
2 Lésungen A und B in dem Verhiltnisse 1 : 10 gepriift. Da 
die Gerinnung bei K®6rpertemperatur (37°) zu rasch (fast 
augenblicklich) stattfand, wurde der Versuch bei 27° C aus- 
gefiihrt. Die Enzymlésung A koagulierte die Caseinlésung zu 
einer festen Masse nach 5 Minuten, die Lésung B in etwas 
weniger als 1 Minute. Die Relation der Gerinnungszeiten war 
also ungefihr 5: 1. 

Nun sind aus Griinden, die mir noch nicht ganz klar 
sind und auf die ich in diesem Aufsatze nicht eingehen kann, 
auch die Versuche mit Caseincalciumphosphatlosungen nicht 
ganz zuverlissig als Mafi der relativen Fermentmengen; der 
SchluB aber, dai die Liésung B wesentlich kraftiger labend, 
als die Lésung A wirkte, wird auch durch diesen Versuch 
erhartet. } 

Die bisherigen Versuche waren mit den ‘eutralen En- 
zymlésungen ausgefiihrt worden, und man konnte nun die 
Einwendung machen, daf die beiden neutralen LOsungen neben 
freiem Enzym vielleicht auch etwas Zymogen enthielten und 
daB die Resultate folglich nicht ganz beweiskraftig waren. 
Aus dem Grunde, und da ich itibrigens auch die Karminfibrin- 
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probe ausfiihren mubte, wurde der grdBte, riickstandige Teil 
von A und ein groBer Teil von B mit je dem gleichen Volumen 
Salzsiure von 0,2°/o HCl versetzt, wodurch beide auf den 
Sauregrad 0,1°/o HCl und einen Gehalt von 0,0375°/o festen 
Stoffen gebracht wurden. Nach Verlauf von 24 Stunden, eine 
fiir die Aktivierung bei Zimmertemperatur vollig hinreichende 
Zeit, wurden beide mit Milch und Karminfibrin gepriift. 

Da die sauren Enzymlésungen die Milch rascher als die 
neutralen koagulieren, kann eine etwaige Aktivierung erst nach 
neuer Neutralisation sicher konstatiert werden. Da es aber fiir 
mich nur darauf ankam zu konstatieren, ob eine Anderung 
in der relativen Wirkungskraft beider Losungen durch eine 
etwaige stirkere Aktivierung der einen als der anderen statt- 
gefunden hatte, war eine neue Neutralisation tberfliissig und 
ich konnte mit den sauren LOsungen arbeiten. Der neue Ver- 
such zeigte, dafBi durch die Saéure keine veriinderte Relation 
hervorgerufen war. Auch in den Milchversuchen mit den 
sauren Enzymlésungen war die Relation bei 30° C. oder 
niedrigeren Temperaturen B: A = 6845:1. Aus den ver- 
schiedenen Proben folgt also, daB die Loésung B mindestens 
Hmal so kriftig koagulierend wie A wirkte. 

Die Pepsinprobe nach Mett, bei dem Sauregrade 0,2 °/o, 
ergab als Resultat, daf die Loésung B vollstaéndig unwirksam 
war, wiihrend die Losung A im Laufe von 20, 44 und 68 
Stunden bezw. 5, 11 und 16 mm verdaut hatte. Hieraus folgt 
natiirlich nicht, daf die Lésung B kein Pepsin enthielt, denn 
die Mettsche Probe ist nicht besonders empfindlich, und die 
Karminfibrinprobe gab mit B ein positives Resultat. 

Bei dieser Probe wurde in diesem Versuche als Ver- 
diinnungsfliissigkeit nicht die durch Erhitzen enzymfrei ge- 
machte, sondern die urspriingliche, wie oben erwihnt, auf 
den Siiuregrad 0,1°/o HCl gebrachte Losung B_ verwendet. 
Das Ergebnis war, daB die Lésung A bei Anwendung von 
sowohl ungekochtem wie gekochtem Fibrin (im letztgenannten 
Falle bei K6rpertemperatur) in der Verdiinnung !/100 viel 
rascher und in der Verdiinnung !/200 fast so rasch wie B ver- 
daute. Das Resultat ist infolge der Verdiinnung mit nicht 
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erhitzter Losung etwas unsicher, aber jedenfalls enthielt die 
Lésung A mehr als 100 mal so viel Pepsin wie B. Die Relation 
der beiden Enzymwirkungen war also, wenn man in beiden 
Fallen die schwichste Wirkung mit 1 bezeichnet, folgende. 


Chymosin Pepsin 
Lésung A 1 > 100 
>» B 5 1 


Vergleich der Lésungen B und B,. 


Dieser Vergleich betraf nur die sauren (0,1°/o HCl) Lésungen 
und geschah nach ganz demselben Prinzipe wie fiir A und B. 
Auf Milch wirkten beide Lésungen bei Temperaturen zwischen 
20° und 30° fast gleich kraftig. Bei der Karminfibrinprobe 
wirkte die Enzymlésung B, in der Verdiinnung !/150 entschieden 
stirker und bei der Verdiinnung 1/200 etwa ebenso stark wie 
B, moéglicherweise ein wenig schwacher. Die Verhiltniszahlen 
waren also folgende: 


Chymosin Pepsin 
Lésung B 1 1 
>» #B 1 > 150 


und es bestand folglich ein grofer Mangel an Parallelitaét so- 
wohl zwischen den Enzymlésungen A und B wie zwischen 
B und B,. 

Versuch 2. In diesem Versuche wurde nicht 3mal mit 
gesattigter NaCl-Lésung extrahiert, sondern es wurde nach Be- 
handlung mit Wasser die salzgesattigte Losung abdekantiert, 
zentrifugiert und dann genau wie im vorigen Versuche zur Ge- 
winnung der Enzymfraktion A verarbeitet. Der nach einmaliger 
Extraktion erhaltene Riickstand wurde ebenfalls wie im vorigen 
Versuche mit Salzséure von 0,2°/o HCl auf die Fraktion B 
verarbeitet. 

Aus der Enzymfraktion A wurden im ganzen 60 ccm 
neutrale Enzymlésung von 0,052°/o festen Stoffen und aus 
der Fraktion B insgesamt 250 ccm Lésung mit 0,052 °/o festen 
Stoffen gewonnen. Aus dem Riickstande von der mit Wasser 
ausgelaugten Fraktion B wurden durch Extraktion mit Salz- 
sdure von 0,1 °/o HCl und weitere Verdiinnung mit Saure, bis 
der Sduregrad genau 0,1°/o und der Gehalt an festen Stoffen 
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0,052 °/o war, insgesamt 170 ccm Loésung B, gewonnen. Alle 
drei Enz¥mlosungen hatten also auch in diesem Falle denselben 
Gehalt an festen Stoffen, und der Vergleich ihrer Wirkungen 
geschah nach denselben Prinzipien wie im vorigen Versuche. 

Bei der Pepsinprobe mit Fibrin diente als Verdiinnungs- 
fliissigkeit fir A und B, nicht die urspringliche, sondern die, 
durch Erhitzen auf 85° wiahrend 20 Minuten, enzymfrei ge- 
machte Enzymlésung B. 

Die Chymosinwirkung wurde bei Anwendung von neutralen 
Enzymlésungen sowohl mit Milch wie mit Caseincalciumphos- 
phatldsung, bei Anwendung von sauren Enzymlésungen da- 
gegen nur mit Milch gepriift. In diesem Falle geschah die 
Priifung nur bei 30° C., und es zeigte sich hierbei, dal, gleich- 
giiltig ob die Enzymlésungen neutral oder sauer reagierten, 
die Lodsung B etwa 7 und die Lésung B, etwa 4mal so rasch 
wie die Lésung A wirkte. 

Bei der Mettschen Probe gaben sowohl A wie B, ein 
positives Resultat, wahrend B wirkungslos war. Bei der Karmin- 
fibrinprobe verdaute Lésung A in der Verdiinnung 1/200 und 
die Lésung B, in der Verdiinnung ''50 entschieden kraftiger 
als B. Die Relationen waren also: 


Chymosin Pepsin 
Lésung A 1 > 200 
>» 8, 4 > 50. 


Auch in diesem Falle war also der Mangel an Parallelitat 
der beiden Enzymwirkungen ein bedeutender. 

Versuch 3. Extraktion des Salz-Schleimhautpulvers mit 
Wasser 1mal und direkte Fallung des mit NaCl gesattigten 
Extraktes durch Zusatz von 0,2°/o HCl. Der, infolge seiner 
klebrigen Beschaffenheit, nach dem Abzentrifugieren nicht aus- 
prebbare Niederschlag enthielt viel Kochsalzmutterlauge, wurde 
aber nach dem Trocknen, Pulverisieren und Aufschlemmen in 
Wasser dialysiert und lieferte gegen 80 ccm einer Lisung mit 
0,072°/o festen Stoffen (Enzymlésung A). Der abfiltrierte, aus- 
gewaschene Rest wurde mit Salzsiéure von 0,1°/o HCl behandelt 
und so eine zweite Enzymlésung erhalten mit 0,092 °/o festen 
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Stoffen. Sie wurde mit Salzsiiure verdiinnt, bis der Gehalt an 
festen Stoffen 0,072°/o betrug (Enzymlésung A,). 

Die Enzymfraktion B wurde, wie gewodhnlich, mit 0,2 °/o 
HCl dargestellt und aus ihr durch Dialyse und Nachwaschen 
eine neutrale Enzymlésung mit 0,090 °/o festen Stoffen erhalten. 
Nach der Verdiinnung bis zu 0,072°/o festen Stoffen betrug 
ihre Menge 160 ccm (Enzymlésung B). Aus dem ausgewaschenen 
Reste wurde mit HCl von 0,1°/o eine neue Enzymlésung mit 
0,108°/o festen Stoffen erhalten. Nach der Verdiinnung mit 
Saure bis zu 0,072 °/o festen Stoffen betrug ihre Menge 134 ccm 
(Enzymlosung B,). 

Es wurden also im ganzen vier verschiedene Enzym- 
lésungen mit 0,072°/o festen Stoffen erhalten, von denen 2, 
nimlich A und B neutral und 2 andere, A, und B,, sauer (resp. 
0,100 und 0,099°/o HCl bei der Titrierung) waren. 

Die 2 neutralen Enzymlésungen wirkten auf Milch wie 


folgt: 
Bei 20° C. 26° C. 39° C. 
A 308 Min. 35 Min. 5 Min. 
B 203 » 28 > 3» 
A:B =w1:15 $$: 33 me § 


Nun wurden beide mit Salzséure (genau zu 0,1°/o HCl) 
versetzt und nach 48-stiindigem Stehen sowohl mit Milch wie 
mit Karminfibrin und mit der Mettschen Probe gepriift. 

Die Milchprobe ergab folgendes Resultat: 


Bei 20° C. 26° C. 39° C. 
A 230 Min. 10 Min. 95 Sek. 

B 120 » 7» 50 >» 
A:B =1:1,9 1:1,4 oe F! 


Die Gerinnung verlief hier, wie gewdhnlich bei Anwen- 
dung von sauren Enzymlésungen, rascher als bei Anwendung 
der neutralen Lisung. Die Relation zwischen der Wirkung 
von A und B war aber ziemlich genau dieselbe in beiden 
Fallen, und eine Aktivierung mit Anderung der Relation hatte 
also jedenfalls nicht stattgefunden. 

Am folgenden Tage wurden nun alle 4 (sauer reagierende) 
Enzymlésungen mit einer anderen Milch gepriift. Da die Ge- 








118 Olof Hammarsten, 


rinnung bei héherer Temperatur zu rasch verlief, wurde nur 
bei den folgenden, niedrigeren Temperaturen gearbeitet. 


Bei 20° C. 23° C. 26° C, 29° C. 
A 136 Min. 17 Min. 8'/e Min. 3 Min. 45 Sek. 
B 92 >» 11 L 6 > 2 > 
A, 64 » 81/2 >» 4 » 70 Sek. 
B, 44 >» 5 . 21/2 > 60 » 


Die Enzymlésung A zeigte bei allen Temperaturen die 
schwachste labende Wirkung und die letztere wird deshalb 
gleich 1 gesetzt. Die Chymosinwirkungen waren dann die 
folgenden: 





A B A, B, 

Bei 20° C. 1 1,5 23 3,1 
>» 23° C. 1 1,5 2,0 3,4 
» 26° C. 1 1,4 2.1 3,2 
>» 29° C, 1 1,9 3,2 2,75 
Mittel 1 1,6 : 235 : 3,4. 


Bei der Mettschen Probe wurden folgende Zahlen nach 
44 Stunden erhalten: A= 15mm; B—0,00mm; A,=8 mm; 
B, == 7 mm. 

Da die Probe B negativ ausfiel, aber trotzdem nicht 
pepsinfrei war (vergl. die Fibrinprobe), muf diese Probe bei 
dem Vergleiche wegfallen. Unter den 3 tibrigen wirkte B, am 
schwichsten und wird deshalb als Einheit gesetzt. Fitir die 
3 Proben erhilt man also folgende Pepsinrelationen: A: A,: 
B, = 225 : 64: 49 oder = 4,6: 1,3: 1. 

Da die Lésung B bei der Mettschen Probe unwirksam 
war, muften also alle 4 Proben des Vergleiches halber mit 
der Karminfibrinprobe gepriift werden. Als Verdiinnungsfliissig- 
keit diente hierbei die durch Erhitzen enzymfrei gemachte 
Losung B. 

Als Resultat ergab sich, daB die Lésung A mehr als 
800mal so kraftig wie B wirkte. Die Lésung A, wirkte mehr 
als 200mal und B, zwischen 150 und 200 (fast nahe 200) mal 
kraftiger als B. 

Fiir die beiden Enzymwirkungen erhielt ich also folgende 


Verhiltniszahlen: 
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Chymosin Pepsin 

Lésung A 1 > 800 
> B 1,6 1 

> A, 2.4 S 200 

B 3,4 » 150 


In allen 4 Losungen war also die Parallelitét der Enzym- 
wirkungen aufgehoben. Hier wie in anderen von mir ausge- 
fiihrilen Bestimmungen ist der Mangel an Parallelitat besonders 
stark hervortretend, wenn man die Enzymloésungen A und B 
mit einander vergleicht, wahrend er dagegen bei einem Ver- 
gleich zwischen A, und B, verhiltnismafig unbedeutend ist. 
Aus dem Grunde habe ich auch, wenn es nur um die Her- 
stellung von Lésungen mit stark aufgehobener Parallelitét der 
Enzymwirkungen sich handelte, mich damit begniigt, nur die 
Enzymlésungen A und B darzustellen. Fiir andere Zwecke 
habe ich aber auch die Enzymlésung B,, die man leicht in 
viel gr6Berer Menge als A, erhiilt, dargestellt. 

Da die Darstellung der Lésungen A und B der Haupt- 
zweck der Methode ist, will ich nur noch einen Versuch, in 
welchem nur diese 2 LOsungen dargestellt wurden, als Beispiel 
anfiihren. 

Versuch 4. Die Darstellung der Enzymlisungen geschah 
ganz wie im Versuche 2. Beide LOsungen A und B wurden 
auf denselben Gehalt an festen Stoffen 0,075°/o gebracht. 


Milchgerinnung mit den neutralen LOsungen. 


Bei 26'/2° C. 32'/2° C. 39° C. 

A 25 Min. 7 Min. 4 Min. 
B 19 >» 5 » o « 

a:i2 1:1,4 1:1,3 


Beide Loésungen, mit Salzsiure bis zu 0,1°/o versetzt und 
nach 24 Stunden gepriift. koagulierten Milch: 


Bei 20° C. 249 C, 28° C, 32° ¢, 35° C. 
A  140Min. 20Min.  5'/2 Min. 160 Sek. 140 Sek. 
B 120 >» 18 > Atl, > 130 >» 110 >» 

1: 1,16 1:11 1:1,2 1:123 1:1,27. 


Metts Probe verhielt sich wie folgt. Lésung A in 22 
Stunden 9mm, Lésung B 0,000 mm in 72 Stunden. Bei der 
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Pepsinfibrinprobe diente als Verdiinnungsfliissigkeit die durch 
Erhitzen° unwirksam gemachte Lésung B. Die Lésung A ver- 
daute in der Verdiinnung !/é600 bedeutend rascher als Lésung B. 
Wegen Mangels an Material konnte A nicht bei noch gréBerer 
Verdiinnung gepriift werden. Da die Chymosinwirkung in A 
und B fast ganz dieselbe war, wurden also folgende Vergleichs- 
zahlen erhalten. 


Chymosin Pepsin 
Lésung A 1 > 600 
>» B 1 1 


Der Ubersichtlichkeit halber stelle ich die fiir die Losungen 
A und B in den 4 Versuchen erhaltenen Verhiiltniszahlen neben- 


einander. 


Chymosin Pepsin 
—{ | oF 
Nr. 2 { : : > _ 
Nr. 3 . ” > ‘~ 
Nr. 4 a ' > ” 


Der Mangel an Parallelitat ist so augenfallig, daB es iiber- 
fliissig sein diirfte, auf denselben ausfiihrlicher einzugehen. 

Aufer den nun als Beispiele mitgeteilten Versuchen habe 
ich auch mehrere andere mit ahnlichen Resultaten ausgefiihrt. 
Da ich aber hoffe, ein anderes Mal einige Untersuchungen tiber 
das Verhalten solcher Enzymlésungen zu Caseinlésungen ver- 
Offentlichen zu kénnen, und da ich dabei Gelegenheit finden 
werde, noch mehrere Beispiele anzufiihren, diirfte ich fiir dies- 
mal mit den nun mitgeteilten mich begniigen k6nnen. 

Wie man aus dem Obigen ersieht, ist diejenige Enzym- 
fraktion oder Enzymlésung, die ich mit B bezeichnet habe, 
immer recht arm an Pepsin, jedenfalls so arm daran, daB sie 
die Mettsche Probe nicht gibt, wahrend sie verhaltnismafhig 
kraftig labend wirkt. Eine ahnlich sich verhaltende Enzym- 
l6sung kann man indessen in viel einfacherer Weise, namlich 
durch Verdiinnung einer Kalbsmageninfusion mit hinreichend 
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viel Wasser, erhalten. Infolge der, im Verhiiltnis zu der stark 
milechkoagulierenden, schwach eiweibverdauenden Wirkung der 
Kalbsmageninfusionen erhalt man nimlich leicht eine verdiinnte 
Kalbsmageninfusion, die bei der Mettschen Probe unwirksam 
ist, wahrend sie die Milch bei Kérpertemperatur rasch koaguliert. 

Es schien mir deshalb nicht ohne Interesse zu sein, die 
Wirkung einer Enzymlosung B mit der einer verdiinnten Kalbs- 
mageninfusion zu vergleichen. und als Beispiel teile ich hier 
das Hauptresultat eines solchen Vergleiches mit. Beide Lésungen 
waren neutral, von derselben Konzentration und ohne Wirkung 
auf Hiihnereiweii bei der Mettschen Probe. Dagegen koagu- 
lierten sie Milch gut bei 38° C., nimlich B in etwa 70 und 
J (Infusion) in 30 Sekunden. Die Chymosinrelation war also 
B:J==1: 2,3. Bei 26° und 20° war dagegen die Relation 
bezw. 1:1,3 und 1:1,2. Die bis zu 0,1°/o HCl angesiuerten 
Lésungen wirkten bei 20° C. in 22 resp. 20 und bei 26° in 
bezw. 11 und 10 Min. Die Relation also hier B: J=1: 1,1. 
Beide hatten also annahernd dieselbe Chymosinwirkung oder, 
wenn man zugunsten der Infusion nur die bei 38° C beobach- 
teten Zeiten beriicksichtigen will, die Relation B: J=1: 2. 

Bei der Karminfibrinprobe verdaute aber die Infusion 
reichlich 5O0mal so rasch wie B, und die Verhiltniszahlen 
waren also folgende: 


Chymosin Pepsin 
Infusion (J) 142 50 
Lésung B 1 1 


Die Enzymlésung B verhielt sich also nicht einfach wie 
die verdiinnte Infusion. Die Parallelitat der zwei Enzymwir- 
kungen war auch hier aufgehoben. 

Noch grofer war aber der Unterschied bei einem Ver- 
gleiche einer Enzymlésung A mit derselben, aber etwas starker 
verdiinnten Infusion. Beide Lésungen enthielten 0,1°/o HCl und 
0,020°/o feste Stoffe. Die Milchproben wurden bei 20° C., 26° C. 
und 31° C. ausgefiihrt und die Gerinnungszeiten waren bei der 
letztgenannten Temperatur fiir A und J resp. 5'/2 und 2!/2 Min. 
Die relativen Chymosinmengen waren fir die 3 obengenannten 
Temperaturen: A: J = bezw. 1:1,9; 1:2,1; 1: 2,2, also rund 
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1:2. Die Mettsche Probe war bei A positiv, bei B negativ. 
Die Karminfibrinprobe zeigte, da die Lésung A in der Ver- 
diinnung '/200 recht bedeutend rascher als die Infusion ver- 
daute, und die Verhiltniszahlen waren also folgende: 


Chymosin Pepsin 
Infusion (J) 2 1 
Lésung A 1 > 200 


Es ist also auber Zweifel, dafi man durch das oben 
beschriebene Verfahren die Parallelitéit zwischen Chymosin- 
und Pepsinwirkung derart aufheben kann, dais man 2 Frak- 
tionen erhilt, von denen die eine relativ viel kriftiger, die 
andere dagegen relativ viel schwacher verdauend als die ur- 
spriingliche Infusion wirkt. Die Chymosinwirkung kann oft in 
beiden Fraktionen recht stark und bisweilen sogar fast die- 
selbe sein; aber das Wesentliche ist der fuferst grofe Unter- 
schied in der Starke der Pepsinwirkung. Hierdurch eignen 
sich diese 2 Enzymfraktionen sehr gut zum Studium der Ein- 
wirkung einer stark aufgehobenen Parallelitit auf Casein- 
ldsungen unter verschiedenen Versuchsbedingungen. 

Da bei dem neuen Verfahren simtliche Operationen bei 
Zimmerwiirme oder (die Dialyse) bei niedrigerer Temperatur 
ausgefiihrt werden, und da man keine anderen Reagenzien als 
Kochsalz, Wasser und Salzsiure von 0,2°/o HCl benutzt, diirfte 
es wohl, wie oben hervorgehoben, unzuliissig sein, die man- 
gelnde Parallelitét durch Schidigung der Enzyme infolge der 
chemischen Eingriffe erklaren zu wollen. Das Zerreiben der 
Driisenschicht mit NaCl und Trocknen an der Luft ist kein 
chemischer Eingriff, und ebensowenig kann man als einen 
solchen die Extraktion mit Wasser bezeichnen. Es wiirde also 
nur die kombinierte Einwirkung von NaCl und 0,2°/o HCl in Frage 
kommen kénnen, Wenn man aber eine solche Annahme macht, 
bleibt es unversténdlich, warum die zwei Fraktionen A und B, 
die beide mit NaCl und 0,2°/o HCl dargestellt werden, unter- 
einander ein so verschiedenes Verhalten zeigen wiirden. 

Gliicklicherweise ist es nun aber leicht, die eventuell 
schadliche Wirkung von NaCl und 0,2°/o HCl experimentell zu 
priifen. Man kann némlich die Anwendung von HCl ginzlich 
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wegfallen lassen und das salzgesattigte Extrakt A direkt gegen 
Wasser dialysieren, um das Kochsalz zu entfernen; und in 
aihnlicher Weise kann man den Riickstand B, ohne Séurezusatz, 
nach dem Aufschlemmen in Wasser behandeln. Dies habe ich 
nun in der Tat in 3 Fallen gemacht und in allen habe ich 
Lésungen erhalten, welche den obigen Mangel an Parallelitit 
der Enzymwirkungen zeigten. Dieses Verfahren ist nun aller- 
dings aus anderen Griinden nicht zu empfehlen, denn man 
erhalt unklare Lisungen, die selbst nach wiederholtem Filtrieren 
nicht klar werden und die zu weiteren Versuchen viel weniger 
geeignet sind als die nach dem oben geschilderten Verfahren 
aus den festen Rohenzympriéparaten gewonnenen Enzymlosungen. 
Der Umstand aber, dafi man durch Behandeln des Salz-Driisen- 
pulvers mit Wasser allein zwei Fraktionen mit verschieden- 
artigen Enzymwirkungen darstellen kann, spricht entschieden 
fir das Vorkommen yon zwei verschiedenen Enzymen in der 
Driisenschicht. 

Um Enzymlésungen mit aufgehobener Parallelitaét der 
zwei Enzymwirkungen zu gewinnen, ist also die kombinierte 
Wirkung von NaCl und HCi gar nicht notwendig; aber diese 
kombinierte Wirkung hat den Vorteil, daB sie in fester hand- 
licher Form ein Rohenzym gibt, aus dem dann spiter reinere 
Enzymlésungen leicht erhaltlich sind. Vielleicht hat diese Kom- 
bination auch eine andere giinstige Wirkung, nimlich eine 
aktivierende Wirkung auf die Zymogene. Es ist niimlich so 
weit davon, dali} die Kombination NaCl und HC! eine schiidi- 
gende Wirkung ausiibt, dafi sie im Gegenteil sogar direkt 
giinstig wirken kann. Ein Beispiel hiervon liefert folgende 
Beobachtung. 

In dem einen der 3 eben angedeuteten Versuchen wurde 
ein Teil des kochsalzgesittigten Extraktes A direkt dialysiert 
und die tibrige Hauptmasse desselben Extraktes wie gewohn- 
lich mit NaCl und HCI verarbeitet. In dhnlicher Weise wurde 
auch die mit gesiittigter NaCl-Loésung 1mal extrahierte feste 
Masse teils direkt in Wasser dialysiert und teils mit NaCl und 
HCl behandelt. Die ohne Séurewirkung dargestellten Losungen 
A und B wirkten auf Milch wie folgt: 
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Bei 20° C. 28° C. 89° C. 
“A 8 Stunden 190 Min. 145 Min. 
Bb 136 Min. 18 » 6 » 
Relation 1: 3,5 1: 14,6 1: 24. 


Von jeder Lésung war vorher ein Teil mit Salzsiure 
genau auf den Séuregrad 0,1°/o HCl gebracht und 48 Stunden 
bei Zimmertemperatur gelassen worden. Nach dieser Zeit 
wurde wieder neutralisiert und gleichzeitig mit den obigen 
Lésungen mit Milch gepriift. Das Ergebnis war folgendes: 


Bei 28° C, 39° C. 
A 16 Min. 61/2 Min. 
B ) » 1 > 
Relation 1:3,2 1 : 6,5. 


Die Siiure hatte also offenbar eine kraftige Aktivierung, 
namentlich von A, bewirkt. 

Die entsprechenden, durch Einwirkung von NaCl und 
HCl dargestellten L6sungen wirkten auf Milch wie folgt: 


Bei 28° C, 39° C. 
A 11 Min. 5 Min. 
B 9 » 3 > 
Relation 1: 1,22 1 : 1,66. 


Die nun angefiihrten Milchgerinnungsversuche sind in- 
soferne nicht alle ganz vergleichbar, als zu dem letzten unter 
ihnen, den ich mehrere Tage spater als die zwei anderen aus- 
fiihrte, eine andere Milch verwendet wurde. Die Unterschiede, 
namentlich beziiglich der Lésung A, sind indessen so hdchst 
bedeutende, daf der Vergleich trotzdem vollig beweisend ist. 
Bei 28° C. war nimlich die Gerinnungszeit fiir die nicht mit 
Siiure und Salz behandelte Probe A 179 Minuten und bei 
39° C. 140 Minuten linger als fiir die durch kombinierte Salz- 
und Siiurewirkung dargestellte, entsprechende Lésung, fir 
welche die Gerinnungszeiten resp. 11 und 5 Minuten waren. 
Dieser Versuch scheint mir deshalb auch ein schlagender Be- 
weis dafiir zu sein, daf die nach dem neuen Verfahren auf- 
gehobene Parallelitét nicht durch einen schadigenden Einfluf 
der kombinierten NaCl-HCl-Wirkung zu erklaren ist. 

In dem nun erwihnten Falle wirkte das mit Wasser 
allein, ohne Séurewirkung, erhaltene Extrakt sehr langsam auf 
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Milch; aber in einem anderen Falle, wo ich von einem anderen 
Rohmaterial ausging, aber sonst in ganz derselben Weise 
arbeitete, wirkte das entsprechende, nicht mit Séure vor- 
behandelte Extrakt kraftig labend, und die Resultate kénnen 
also bei Anwendung von verschiedenem Ausgangsmaterial 
etwas wechseln. Dies macht sich besonders merkbar, wenn 
man mit Migen von Tieren verschiedenen Alters arbeitet. So 
erhielt ich z. B. bei dem gewodhnlichen Verfahren (kombinierte 
NaCl-HCl-Behandlung) aus dem Magen einer alten Kuh, die 
mehrere Male gekalbt hatte, eine Enzymfraktion A, die eine 
kraftige, sowohl Chymosin- wie Pepsinwirkung zeigte, wihrend 
die Fraktion B eine fast unwirksame Lésung lieferte. Nach 
48 stiindiger Einwirkung von 0,1°/o HCl war die Lésung fort- 
wihrend fast unwirksam, und sie enthielt also fast weder 
Zymogen noch Enzym, ein Verhalten, das ich nie bei Kalbern 
beobachtet habe. Die mit Wasser ausgewaschene Fraktion B 
gab dagegen nach Einwirkung von 0,1°/o HCl eine sowohl be- 
ziiglich der Chymosin- wie der Pepsinwirkung kriftige Losung. 

In einem anderen Falle, wo ich den Magen eines 13 
Monate alten Stierkalbes nach der NaCl Methode verarbeitete, 
lieferten allerdings die zwei Fraktionen A und B kriftig 
wirkende Enzymlésungen, aber die Lésung A war, entgegen 
dem gewOhnlichen Verhalten, sowohl hinsichtlich der labenden 
wie der verdauenden Wirkung kriftiger als B. Die Relations- 
zahlen waren namlich: 


Chymosin Pepsin 
A 2,5 > 200 
B 1 1 


Auch in diesem Falle war aber, wie man ersieht, die 
Parallelitaét stark aufgehoben. 

Die Zusammenstellung der 4 als Beispiele angefiihrten 
Versuche (S. 120) zeigt tibrigens, da’ auch bei jungen Kalbern 
die Relation zwischen Chymosin- und Pepsinwirkung recht 
bedeutend schwanken kann. In wieweit dies von einem ver- 
schiedenen Alter der Tiere, verschieden langer Zeit nach der 
Nahrungsaufnahme oder von anderen Verhiiltnissen abhiingt, 
habe ich nicht zum Gegenstand einer besonderen Untersuchung 
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gemacht, und ich habe nur die Aufmerksamkeit auf diese 
Wechsélungen lenken wollen. Fiir das Hauptergebnis sind sie 
ohne Bedeutung; denn trotz solcher Wechselungen habe ich 
noch in keinem Falle die durch mein neues Verfahren auf- 
gehobene Parallelitét vermiBt. 

Man kann, wie bekannt, die Parallelitat zwischen Pepsin- 
und Chymosinwirkung in verschiedener Weise aufheben. Die 
zwei illesten Methoden sind: 1. Fallung mit Magnesia, wobei 
die Pepsinwirkung verloren geht, und 2. Erwarmen der sauren 
Infusion wiihrend passender Zeit, wobei die Pepsinwirkung 
bei aufgehobener Chymosinwirkung erhalten bleiben kann. 
Gegen diese Methoden hat man eingewendet, daf sie eine 
Schiidigung oder Verdnderung der Enzyme bewirken oder viel- 
leicht zu der Entstehung von unbekannten, hemmenden Stoffen 
Veranlassung geben kénnten, Einwendungen, deren Berechti- 
gung experimentell noch nicht hinreichend gepriift worden ist. 
Ahnliche Einwendungen kann man dagegen nicht gegen die 
3 neueren Methoden: die fraktionierte Dialyse nach Rak oczy,') 
die von mir angewandte Ausfallung mit Casein?) und mein 
in diesem Aufsatze geschildertes, neues Verfahren erheben. 
Nach der Caseinmethode kann man leicht eine sehr starke 
Aufhebung der Parallelitaét erreichen; aber es bleiben hier 
grobe Mengen von Caseinspaltungsprodukten in der Flussigkeit 
gelist, und dies erschwert in gewissen Fillen die weitere 
Anwendung der nach diesem Verfahren erhaltenen Enzym- 
ldsungen. Das Caseinverfahren hat also seinen wesentlichen 
Wert als einfaches Mittel die Parallelitét aufzuheben, wahrend 
das neue Verfahren nicht nur ein gutes derartiges Mittel ist, 
sondern auch Enzymlésungen liefert, die verhaltnismabig arm 
an festen Stoffen sind und dementsprechend zu verschiedenen 
Untersuchungen sich eignen. Das Verfahren von Rakoczy 
ist auch gut, aber ich habe nach ihm nie eine so starke Auf- 
hebung der Parallelitét wie mit meinem neuen Verfahren 


erreicht. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 421. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 74, S. 142. 
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Beziiglich dieses Verfahrens will ich noch _ hinzufiigen, 
daB das mit NaCl und HC! erhaltene, getrocknete und pulve- 
risierte Rohenzym allem Anscheine nach wiahrend der Auf- 
bewahrung schwerlislicher wird und dementsprechend auch 
nicht so kraftig wirkende Enzymlésungen wie das frisch be- 
reitete oder nur kurze Zeit aufbewahrte Rohenzym gibt. Fir 
die Fraktion A habe ich allerdings in dieser Hinsicht keine 
direkte Erfahrung, denn die Mengen dieser Fraktion waren 
regelméfig so klein, daB sie rasch verbraucht wurden. Bei 
Verarbeitung der Fraktion B habe ich dagegen aus einige 
Monate alten Priiparaten nie so kraftig wirkende Enzymlésungen 
wie aus denselben frisch bereiteten Priaiparaten erhalten, und 
dies deutet nach meiner Ansicht darauf hin, daf die Priiparate 
bei langerer Aufbewahrung an Wirksamkeit verlieren. Ich 
bereite auch regelmifig meine Enzymlésungen nur wenige 
Tage oder eine Woche nach der Darstellung des Rohenzymes. 

In dem nun beschriebenen Verfahren zur Aufhebung der 
Parallelitat zwischen Chymosin- und Pepsinwirkung sehe ich 
einen neuen Grund fiir die Annahme, dai in dem Kalbsmagen 
zwei verschiedene wenn auch nahe verwandte Enzyme, Chy- 
mosin und Pepsin, vorhanden sind. Diese Enzyme wirken, 
wie besondere, noch nicht verdffentlichte Versuche an Casein- 
lésungen gezeigt haben, beide proteolytisch, aber unter ver- 
schiedenen duferen Bedingungen, indem naémlich ihre Wirk- 
samkeit in erster Linie an eine verschiedene Reaktion, aber 
auch, wie es scheint, z. Teil an eine verschiedene Temperatur 
gebunden ist. 
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Uber die Oxydation schwefelhaltiger Substanzen mit Kalium- 
chlorat und Salzsdaure. 
Von 


Max Federer. 


(Aus der chem, Abteilung des pathologischen Institutes der Universitat zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, April 1915.) 


R. Gauvin und V. Skarzynski') empfehlen, um den 
Gesamtschwefel im Harn zu bestimmen, Kaliumchlorat und 
Salzsiure als Oxydationsmittel anzuwenden; sie nehmen dabei 
an, dafi dadurch der ganze Schwefel des Harns in Schwefel- 
siure iibergefiihrt wird. Auf Veranlassung des Herrn Geh. Rat 
E. Salkowski habe ich die folgenden Untersuchungen ange- 
stellt, um zu prufen, ob diese Annahme berechtigt ist. 

100 ccm menschlicher Harn wurden mit 5 g KCIO, und 
10 ccm Salzsiiure (1,126) auf dem Wasserbade eingedampft, 
der Riickstand in Wasser gelost, filtriert und vollstindig aus- 
gewaschen. Das Filter wurde getrocknet, mit reinster Salpeter- 
mischung geschmolzen, die Schmelze in Wasser geldést, die 
Loésung ohne zu filtrieren, in einen Kolben gespiilt, mit 50 ccm 
Salzsiure gekocht, dann in einer Abdampfschale wiederholt 
mit Salzsiure eingedampft, der Riickstand gelést und filtriert. 
Die Lésung gab mit Baryumchlorid keine merkliche Tribung. 

Die bei der Oxydation zuriickbleibenden harzigen Massen 
enthalten also keinen Schwefel, man hat keinen Verlust zu 
befiirchten, wenn man von ihnen einfach abfiltriert. 

In dem eingeengten Filtrate wurden durch Fallung mit 
BaCl, 0,2634 g BaSO, erhalten. 

Das Filtrat von der Schwefelsaéurebestimmung wurde ein- 
geengt, mit Na,CO, neutralisiert, von BaCQ, abfiltriert, das 
Filtrat eingedampft, mit Salpetermischung geschmolzen und 
die Schmelze wie oben auf Schwefelséure gepriift. Auf Zusatz 
von BaCl, fiel ein ziemlich erheblicher Niederschlag, der bei 


der Wigung 0,0282 g BaSQO, ergab. 
1) Chem. Zbl., Bd. 1, S. 494, 1914. 
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Im ganzen entsprach der S-Gehalt des Harns also 
0,2916 g BaSO,. Der Bestimmung nach einfacher Oxydation 
mit KC1O, entgingen 0,0282 g BaSO,, dies entspricht einem 


2.82 
’ ae 0 
0.9916 — 96% 8. 


Ein zweiter Versuch mit anderem Menschenharn ergab 
nach der Oxydation mit Na,O, 0,1800 g BaSO,, mit KCIO, 
0,1522 resp. 0,1500 g. Der Verlust an Schwefel betrug hier 
also 15,4°/o resp. 16,7°/o. 

Nach den Untersuchungen von K. A. Hofmann!) ver- 
liuft die Oxydation mit KClO, und HCl bei Gegenwart von 
Osmiumoxyd besonders intensiv. Bei einem dementsprechenden 
Versuch mit demselben Harn wurden aber trotz Zusatz von 
Osmiumdioxyd wiederum nur 0,1516 g resp. 0,1509 g BaSO, 
zur Wagung gebracht. 

Es galt nun noch zu priifen, wie viel von dem neutralen 
Schwefel durch KCI1O, zu Schwefelsaiure oxydiert wird. In einer 
Reihe von Menschenharnen aus einem S-Stoffwechselversuch 
wurde deshalb einmal die Gesamtschwefelsiiure direkt, dann 
der Schwefel nach Oxydation mit Na,O, und KCIO, bestimmt. 
Die folgende Tabelle gibt die dabei gefundenen Zahlen wieder. 


Verluste von 



































| BaSO, 
aus H,SO,| nach Oxydation nach Oxydation | aus 
Harn ' | mit Na,O, mit KCIO, + HCl | Neutral-S 
II Ill Il minus I 
g | g g g 
[. 0,2632 0,3634 0,2728 0,1002 
II. 0,3272 0,4388 0,3412 0,1116 
IIT. 0,2172 0,2932 | 0,2232 0,0760 
IV. 0.3896 | 0,5046 | 0,3984. 0,1150 
Von dem Neutralschwefel wurden demnach durch KCIO, 
oxydiert: 
im Harn | 9,58°/o 
>» » II 12,54/o 
( > » JH 7,89°/o 
i >» » IV 7,65%o. 


‘) Ber. d. d. chem. Ges., 1913, S. 1657. 
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Es ist demnach nur ein kleiner Bruchteil des Neutral- 
schwefels, der durch KClO, und HCl in Schwefelsiure um- 
gewandelt wird; die von den genannten Autoren empfohlene 
Methode ist unbrauchbar. 

E's schien von Interesse, festzustellen, wie sich der Schwefel 
einiger biologisch-wichtiger Substanzen, die zum Teil im Harn 
vorkommen oder darin vorzukommen scheinen, bei der Oxy- 
dation mit KCIO, und HCl verhalt. Der Gleichmafigkeit wegen 
wurden die betreffenden Substanzen vorher in Wasser bezw. 
in Wasser -+- Natriumcarbonat gelést. 
































Gewicht | BaSO, Entsprechender mi attics 
der ange- Jnach Oxy- S_Gehalt nacn Uxy- 
; -Geha dation mit} chender 
wendeten|dation mit KC1O 
r funden |berechnet 3 | S-Gehalt 
Menge Na,O, | &etunde + HCl 
0,1591 g | 0,2977 g] 25,69 Jo | 25,60 %/o —- -~ 
Taurin | 0.2564 » — — — 0,0134g | 0,72 Yo 
0,2252 » — o - 0,0146 » 0,89 °/o 
0,0962 g')] 0,2291 g | 32,69 °/o | 32,94 %/o = =- 
Rhodan- 0.0962 0.2120 as 
kalium Wess » ad as a ; & | 30,25 °o 
0,0962 » — - — 0,2126 » | 30,20 °/o 
Tauro- | 0.1055 g | 0,1186 g | 15,44 %o | 15,52 %/o _ ie 
carbamin- er 
saures 0,1910 » = —_ == 0,0078 g 0,56 /o 
Kalium *)} 0.2216 » _ — _ 0,0094 » | 0,58 %/o 
0,0984 g | 0,1709 g | 23,85 %o | 26,67% | — “a 
Cystin | (2000 > _ — — 0,0610g ] 4,19 %/o 
0,1586 » — — ~~ 0,0690 » 5,97 °/o 
nach Oxy- 
dation mit 
Salpeter- 
mischung 
Pepton | 1,1524g | 0,1219g | 1,45 %/o — — -- 
1,2124 >» a — _ 0,0144g¢ | 0,16 °/o 
1.1554 » — —- _ 0,0170 g 0,20 °/o 




















‘) Durch Filtration mit Ag-Lésung bestimmt. 
2?) Wurde mir von Herrn Geh. Rat Salkowski freundlichst zur 


Verfiigung gestellt. 
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Die Oxydation des Peptons mit Na,O, erfolgte trotz sehr 
vorsichtigen Erhitzens stets explosionsartig, so daf zu der etwas 
umstindlicheren Salpeterschmelze gegriffen werden muBte. Daf 
bei Cystin ein etwas geringerer S-Gehalt als berechnet ge- 
funden wurde, ist wohl auf Unreinheit des Priparates zuriick- 
zufiihren. 

Mit Ausnahme von Rhodankalium, das durch KCI1O, und 
HCl] fast vollstiéndig oxydiert wurde, ist, wie aus der Tabelle 
ersichtlich, bei den untersuchten Substanzen die Einwirkung 
von Kaliumchlorat auf den Schwefel sehr gering. 








Uber eine neue Indolreaktion. 


Von 
Oskar Baudisch. 


(Mitteilung aus dem k. k. serotherapeut. Institut in Wien, Direktor k. k. Hofrat 
Prof. Dr. Rich. Paltauf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. April 1915.) 


Friiher spielte die «Cholerarotreaktion» in der Diagnostik 
eine bedeutende Rolle. 

Mit Cholerarotreaktion bezeichnete man jene burgunder- 
weinrote Fiarbung, die eintritt, wenn man geringe Mengen 
konzentrierter chemisch reiner Schwefelséure oder Salzsiiure 
zu Bouillon- oder Peptonwasserkulturen hinzufiigt. Nach 
Brieger, Dunham und Salkowski kommt die rote Farbung 
dadurch zustande, dai in der Cholerakultur sowohl Indol 
als auch Nitrit gebildet wird, welche beiden Stoffe sich durch 
die Kinwirkung starker Mineralséuren zu roten Nitrosoindol 
verbinden, 

Seitdem man gefunden hat, daf viele choleraéhnliche 
Vibrionen und verschiedene andere nicht pathogene Darm- 
bakterien ebenfalls diese Reaktion geben, fillt ihr in der 
Diagnostik nur insofern eine Rolle zu, dah ein negativer 
Ausfall der Cholerarotreaktion beweist, da’ die verdichtige 
Kultur keine Cholerakultur ist. Die friihere Cholerarotreaktion 
verlor daher immer mehr ihre spezifische Bedeutung, und sie 
gehort heute einfach in die Reihe der verschiedenen Indol- 
reaktionen. Dazu gehdren heute die eben erwahnte alte 
Salkowskische, die Ehrlichsche Para-Dimethylamidobenz- 
aldehydreaktion,!) die Reaktion von Morelli?) und ferner 
die Nitroprussidnatriumreaktion. *) 


') C. f. Bakt. I. Org., Bd. 40, S. 129. 
*) C. f. Bakt. I Org., Bd. 50, S. 433. 
’) Biochem. Zeitschr., Bd. 56, S. 82. 
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Bandet,!) welcher alle die verschiedenen Indolreak- 
tionen bei Proteusbazillen einer vergleichenden kritischen 
Priifung unterzogen hat, fand, dafi das p-Dimethylamidobenz- 
aldehydreagens bei der praktischen qualitativen Indolbestim- 
mung wegen seiner Empfindlichkeit besonders zu empfehlen 
ist. Auch Hugo Zipfel?) hatte schon friiher die EKhrlich- 
Bohmesche Reaktion als die empfindlichste Indolreaktion be- 
zeichnet. 

Nach Ehrlich-Béhme werden zu 10 cem_ fliissiger 
Kultur 5 ecm Loésung a und dann 5 cem Ldosung b hinzu- 
gegeben und geschiittelt. (L6s. a: p-Dimethylamidobenzaldehyd 
4 + 96°/o Alkohol 380 ++ konz. HCl 80; Los. b: gesiittigte 
wiisserige Lésung von Kaliumpersulfat (K,S,0,). 

Die Ehrlichsche Reaktion ist ohne Zweifel heute die 
empfindlichste und beste Indolreaktion, jedoch Jabt sie sich 
nicht speziell als Cholerawahrscheinlichkeitsreaktion verwerten. 
Man braucht zu ihrer Ausfithrung eine fliissige Kultur, ferner 
jene eben erwiihnten bestimmt zusammengesetzten kostspieligen 
Losungen, was besonders in Feldlaboratorien schwer zu be- 
schaffen ist. 

In dieser Arbeit wird der Versuch gemacht, die neue 
Indolreaktion gleichzeitig als Wahrscheinlichkeitsreaktion auf 
Choleravibrionen zu verwerten, jedoch werden erst spatere, 
mit einer grofen Anzahl von Cholerastihlen ausgefiihrte Ver- 
suche Aufschlu8 geben, ob diese Indolreaktion wirklich in 
diesem Sinne zu gebrauchen ist. 

Der Choleravibrio baut sein Korpereiweifi bedeutend 
rascher im Sinne des Tryptophanstoffwechsels ab als andere 
Bakterien, und so gelang es schon nach 8—16 stiindigem 
Wachstum der Kulturen, Indol in denselben nachzuweisen, 
was bei den bisher untersuchten anderen indolbildenden Bak- 
terien nicht der Fall war. 

Eine Wahrscheinlichkeitsreaktion auf Cholera miiBte sich 
deshalb darauf stiitzen, an einzelnen Kolonien oder Kolonien- 
gruppen, von auf Agarplatten gewachsenen Kulturen, schon 





1) Fol. microbiol., Jg. 2 (1914). 
*) Zentr. f. Bakt. I, Bd. 67, S. 572. 
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nach 8—16 Stunden entweder eine positive oder eine nega- 
tive Indolreaktion nachzuweisen. Bisher fehlte es an einer 
diesbeziiglichen, praktisch verwendbaren Indolreaktion. 

Mit Hilfe von Nitromethan ist es mir gelungen, eine 
Indolreaktion auszuarbeiten, die an Empfindlichkeit der Ehr- 
lichschen Reaktion nicht nachsteht. Dabei ist diese Reaktion 
so einfach ausfiihrbar, daf auch ihrer Verwendung in Feld- 
laboratorien nichts im Wege steht. Das Nitromethan kann 
man entweder schon bei der Bereitung von Niéhragar diesem 
zusetzen; es braucht nur wenige Tropfen Nitromethan auf 
grobe Agarmengen. Hat man schon so vorbereiteten Agar, 
so gehdrt zu der Reaktion nichts anderes als Kali oder Natron- 
lauge (Soda, Ammoniak) und eine Mineralséure. Man kann 
aber auch das Nitromethan anstatt der Agarlésung, der ver- 
diinnten ca. 10 —20°/oigen Lauge hinzusetzen, der Effekt bleibt 
der gleiche. 

Ausfiihrung der Reaktion: Man beschickt erstarrte 
Agarplatten durch Oberfliichenaussaat mit dem Untersuchungs- 
material, um isolierte Kulturen zu erhalten. Bei Priifung eines 
verdiichtigen Stuhles wird es vielleicht am meisten zu emp- 
fehlen sein, zuerst Dieudonnéplatten zu beschicken und erst 
von diesen verdiichtigen Cholerakulturen weitere Agarplatten 
zu streichen. Nach 8—16 stiindigem Wachstum im Brutschrank 
umgrenzt man mit der Platindse oder besser mit einem Platin- 
spatel die zu untersuchende Kolonie oder besser Kolonien- 
gruppe mit dem darunterliegenden Agar, hebt dann die Ko- 
lonie mit dem Agarbett heraus und gibt das Ganze in ein 
Reagensglas. Enthielt der Agar bereits Nitromethan — wie 
ich das vorher dargelegt habe —, so braucht man in das 
Reagensglas nur verdiinnte Kalilauge zu geben und aufzu- 
kochen. Die heiBe Loésung kiihlt man am Wasserhahn etwas 
ab, gibt ca. 1 eem Amylalkohol hinzu, schiittelt gut durch und 
nun fiigt man konzentrierte Salzsiure im Uberschu8 unter 
abermaligem Schiitteln bei. Damit sich der Amylalkohol gut 
absetzt, erwiirmt man das Ganze nochmals fast bis zum 
Kochen. Der abgetrennte Amylalkohol ist, wenn die Kolonien 
auch nur iuberst geringe Mengen Indol produziert hatten, 
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rot oder rosa gefiirbt und zwar wechselt die Intensitit der 
Farbung je nach dem Indolgehalt. Enthielt der Agar kein 
Nitromethan, so gibt man einige Tropfen von diesem Reagens 
zu der verdiinnten Lauge, die dann in dieser Form fiir die 
Indolreaktion immer bereit ist. 

Ich hoffe, dafi diese Indolreaktion als Wahrscheinlichkeits- 
reaktion auf Choleravibrionen auch in Feldlaboratorien -eine 
praktische Bedeutung finden wird. Ich selbst werde mich mit 
der weiteren praktischen Ausarbeitung der neuen Reaktion 
befassen, bin jedoch dankbar, wenn auch andere Fachkollegen 
ihre Brauchbarkeit fiir einen raschen, spezifischen Cholera- 
nachweis erproben. 














Beitrage zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
VIII. Mitteilung. 


Von 
William Kiister. 


Uber das Bilirubin. 


Nach Versuchen von H. Bauer, K. Reihling und A. Schwaderer f. 


«Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Technischen Hochschule, Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1915.) 
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In der sechsten Mitteilung tiber das Bilirubin‘) wurden 
einige Versuche beschrieben, welche die Veresterung desselben 
betrafen. Die erhaltenen Resultate erweckten den Anschein, 
dafh nur ein Carboxyl direkt verestert worden war, wihrend 
ein zweites Methyl unter Einlagerung von Methylalkohol ein- 
getreten war, doch waren die Schliisse dadurch beeintrichtigt, 
daf die erhaltenen Ester nicht deutlich krystallisierten, ferner 
lie die Farbe dieser Ester nicht unmdglich erscheinen, dab 
eine Oxydation durch den Luftsauerstoff eingetreten war. Bei 
einer neueren Versuchsreihe schlof nun Herr Reihling den 
letzteren mdglichst aus, doch wichen die unter diesen Be- 
dingungen erhaltenen Resultate nicht wesentlich von den 


') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 477 (1912). 
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friiheren ab.!) Die Verfarbung der Praiparate mubte demnach 
auf eine andere Ursache zuriickzufiihren sein, und es lag nahe 
an eine Wirkung der Séiure zu denken, da schon friiher von 
mir beobachtet worden war, dab Bilirubinpraéparate unter der 
Wirkung von Essigsiure eine oberflachliche Ergriinung er- 
kennen liefen. Auch hatte ja schon Maly?) eine :Methode zur 
Darstellung eines «Biliverdins» angegeben, bei der eine Auf- 
lésung von Bilirubin in geschmolzener Chloressigsdure der Ein- 
wirkung des Luftsauerstoffs ausgesetzt wurde, und dabei auf 
ein Verfahren von Heinsius und Campbell®) zur Herstellung 
des gleichen Kérpers verwiesen, das in einer Einwirkung eines 
Gemisches von Chloroform und Eisessig auf Bilirubin bei Luft- 
zutritt bestand. Eine genauere Untersuchung der erhaltenen 
Priiparate und Analysen wurden aber nicht ausgefiihrt. Eine 
Wiederholung der Versuche Malys durch Herrn Reihling 
zeigte bereits in den Erscheinungen eine nicht unwesentliche 
Abweichung von den Beobachtungen des genannten Forschers. 
Einmal erfolgte das Ergriinen des Bilirubins beim Zusammen- 
kommen mit der geschmolzenen Chloressigsiiure nicht allmah- 
lich, sondern augenblicklich — noch schirfer war das bei der 
Verwendung von Trichloressigséiure zu beobachten') — und 
dann trat die Verfiirbung auch im Wasserstoffstrom ein. Da- 
gegen war kein Ergriinen zu bemerken, wenn eine LOsung von 
Bilirubin in den Estern der Mono- oder der Trichioressigsiiure 
der Luftwirkung ausgesetzt wurde. Daraus geht aber hervor, 
daf Sauren einen Einfluf auf das Bilirubin derart austiben, 
dafi der Luftsauerstoff rascher einwirken kann. Hs ist daher 
wahrscheinlich, dafi im Bilirubin ein inneres Salz vorliegt, dah 
das Bilirubin somit schwach basische Eigenschaften hat, womit 





') In alkalischer Lisung gelingt es ebenfalls, Bilircbin zu methy- 
lieren, doch tritt auch hierbei allem Anscheine nach eine Verinderung 
des Bilirubins ein, und die erhaltenen Produkte waren nicht krystallisiert 
zu erhalten. 

*) Liebigs Ann. der Chemie, Bd. 175, S. 85 (1875). 

3) Arch. der ges. Physiologie, Bd. 4, S. 497. 

*) Nach Piettre lést sich Bilirubin in Trichloressigsiure mit griiner 
Farbe. C. r. de l'Acad. des sciences, Bd. 147, S. 1492; Chem. C. B., 1909, 


Bd. 1, S. 538. 
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auch die Ergebnisse der Titration tibereinstimmen,') und daB 
es in dieser Form gréfere Bestandigkeit hat als in der Modi- 
fikation, die sich durch Sprengung der inneren Salzbindung 
unter dem Einfluf{S von Saéuren bestimmter Starke ergibt, von 
solchen Séuren niémlich, die nicht stark genug sind, um mit 
dem Bilirubin selbst ein bestandiges Salz zu geben. Chlor- 
wasserstoff vermag das letztere, denn bei der Einwirkung dieses 
Gases auf eine LOsung von Bilirubin in Chloroform bilden sich 
Anlagerungsprodukte, von denen sich eines durch die an Can- 
thariden erinnernde Farbe auszeichnet. Auch diese Beobach- 
tungen werden nach Aufklarung der Verinderungen, die sich 
unter dem Einflu6B der chlorierten Essigsiuren im Verein mit 
dem Sauerstoff der Luft einstellen, bei der Aufstellung eines 
Bildes fiir das Bilirubin beachtet werden miissen; die zuletzt 
erwiihnte Beobachtung kann schon jetzt verwertet werden, 
doch seien zunachst noch die Resultate weiterer Untersuchungen 
besprochen und die hieraus zu ziehenden Schliisse in Verbin- 
dung mit der von H. Fischer?) aufgestellten Konstitutions- 
formel fiir das Bilirubin gebracht, wobei es notwendig ist, auch 
einige schon friiher gewonnene Resultate in den Kreis der 
Betrachtungen zu ziehen. H. Fischer nimmt auf Grund seiner 
wichtigen Befunde im Bilirubin vier Pyrrolkomplexe an, von 
denen zwei itherartig durch ein Sauerstoffatom verbunden 
sind, wiihrend ein dritter ein Hydroxyl tragt, die restierenden 
vier Sauerstoffatome sind in zwei Carboxylen enthalten. Der 
das Hydroxyl tragende Pyrrolring hat nun im Bilde Fischers 
auf Grund seiner Befunde in B8’-Stellung ein Methyl und ein 
Vinyl als Substituenten. Er kann also durch Oxydation nicht 
Hiimatinsiiure liefern. Wir fanden aber, daf bei der Einwirkung 
von Alkalien unter Mitwirkung nur eines Sauerstoffatoms auf 
die Molekel Bilirubin Abspaltung eines Molekiils Hamatinsaure 


und einer Molekel Ammoniak erfolgt.*) 
Dieses Resultat wiirde die von Fischer angenommene 


') Diese Zeitschrift, Bd. 59, S, 64 (1909). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 255 (1914) und Zeitschrift fiir Bio- 
logie, Bd. 65, S, 163 (1914). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 66 (1909). 
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Konstitution nur dann erklaren, wenn das atherartig gebundene 
Sauerstoffatom in Reaktion triite. Wahrscheinlicher ist daher 
die Annahme, dafi auch dieser zweite Pyrrolring, dessen Sub- 
stituenten in 6§’-Stellung ein Methyl und das Carboxithyl sind, 
in a-Stellung ein Hydroxyl trigt und daB die Verbindung mit 
dem nichsten Pyrrolring durch eine Bindung von Kohlenstoff 
zu Kohlenstoff erfolgt, wiihrend die Bindung vom Zentralkohlen- 
stoff gelist ist, was die Méglichkeit, diesen Pyrrolring leicht 
abzusprengen, erkliren und den gegensitzlichen Befund beim 
Hamatin auch im Bilde zum Ausdruck bringen wiirde. Lassen 
doch schon die empirischen Formeln beider Farbstoffe erkennen, 
da8 beim Ubergang vom Himatin zum Bilirubin eine Oxydation 
eintritt. DaB diese aber nicht nur in einer Vermehrung der 
Sauerstoffatome besteht, sondern auch eine ganz wesentliche 
Anderung in der Konstitution hervorbringt, geht aus den so 
verschiedenen EKigenschaften beider als Farbstoffe hervor. Diese 
Verschiedenheit mul also bedingt sein durch die Gruppierung, 
welche den Farbstoffcharakter bedingt, das sind aber die Kohlen- 
stoffatome, welche zunichst im Hamatin die vier hier vor- 
handenen Pyrrolringe verbinden. Legen wir nun die empirische 
Formel mit 34 Kohlenstoffatomen dem Hamatin, die mit 32 dem 
Bilirubin zugrunde,') so folgt, daf im Bilirubin zwei von 
den Kohlenstoffatomen fehlen miissen, die im Himatin die Ver- 
bindung der vier Pyrrolringe bewirken, nicht eins, wie ich 
friiher glaubte,?) da meine Annahme, beim Ubergang vom Himatin 
zum Bilirubin erfolge eine Abspaltung von Kohlendioxyd, durch 
unsere Resultate bei der Einwirkung von Diazomethan, auf die 
ich zuriickkomme, widerlegt worden ist. Nehmen wir noch 
mit H. Fischer hinzu, daf an der Stelle eines dritten, die 





'!) Die empirische Zusammensetzung des Atiophyllins kann im 
Gegensatz zu der von Willstatter vertretenen Anschauung nicht mehr 
benutzt werden, um die des Hamins zu berechnen, nachdem meine Ver- 
mutung, es kinne bei der Darstellung des Atiophyllins Verlust eines 
Kohlenstoffatoms eintreten, durch H. Fischers Befund eine starke Stiitze 
erhalten hat, wonach bei der Destillation der Trimethylpyrrol-B-propion- 
sdure eine Abspaltung von Essigséiure an Stelle der erwarteten Abspal- 
tung von Kohlendioxyd sich vollzieht. Diese Zeitschr., Bd. 91, S. 186 (1914). 

*) Diese Zeitschrift, Bd, 82, S. 404 (1912). 
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Verbindung zweier Pyrrolkomplexe des Himatins bewirkenden 
Methins durch Einlagerung von Wasser Aufsprengung beim 
Ubergang in Bilirubin eingetreten ist, so bleibt im letzteren 
nur ein Atom Kohlenstoff tibrig, das nun drei Pyrrolringe zu- 
sammenhilt, wihrend der vierte durch eine Kohlenstoffbindung 
von Ring zu Ring angegliedert ist. In unserem Bilde fiir das 
Bilirubin erscheinen dann an zweien der vier Pyrrolringe Hydro- 
xyle, welche Vorstellung fiir die «aci»-Form des Bilirubins 
zutreffen mag, die wir beim Freimachen aus dem Zink- oder 
Ammoniumsalz als in Bicarbonaten lodslich erhalten haben. 
Wabrscheinlich vermag sie auch mehr Ammoniak!) zu binden, 
als «gewOhnliches» Bilirubin, das dann als ein im Gleichgewicht 
befindliches Gemisch zweier isomerer Formen, etwa im Sinne 
einer Keto-Enol-Isomerie aufgefabt werden kann, das gegen 
den Luftsauerstoff bestiandiger ist als die «aci»-Form. Hierfiir 
sprechen die bei der Oxydation des Bilirubins mit Hilfe von 
Eisenchlorid von Schmiedel und mir?) beobachteten Erschei- 
nungen, hierfiir die Angaben von Piettre,*) wonach Salze des 
Bilirubins nicht nur durch Chloranil und Chinon, sondern auch 
durch Brenzcatechin und Hydrochinon eine Veriinderung er- 
fahren in dem Sinne, daf tief gefiirbte Kérper entstehen, hier- 
fiir endlich die Befunde von Herrn Reihling, aus denen 
hervorgeht, daB das Bilirubin ganz so wie aromatische Ketone 
und Chinone imstande*) ist mit Metallhalogeniden tief gefarbte 
Additionsprodukte zu geben. 

Auch die beim Umkrystallisieren des Bilirubins mit Hilfe 
von Dimethylanilin, sowie die bei der Darstellung des Bilirubin- 
ammoniums gemachten Erfahrungen sprechen dafitir, daB im 


1) So erklirt sich vielleicht die Beobachtung, dafi der beim Ein- 
dunsten einer methylalkoholischen Lésung von Roh-Bilirubinammonium 
entstehende Riickstand mehr Ammoniak enthilt, als das Bilirubin- 
ammonium, das aus derselben Lésung beim Einstellen in eine Kalte- 
mischung auskrystallisiert. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 61 (1914). 

5) l.c. Ich kann diese Angaben allerdings nur fiir die erwahnten 
Chinone bestitigen, und in neutraler Lésung wirken auch diese nicht. 

*) Vergl. Kurt H. Meyer, Berichte, Bd. 41, S. 2568 (1908); Bd. 43, 


S. 157 (1910). 
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Bilirubin ein Gemisch zweier Modifikationen vorliegt. Bei dem 
ersten Verfahren kommen immer nur etwa zwei Drittel der 
angewandten Bilirubinmenge im krystallisiertem Zustande zur 
Abscheidung, auch dann, wenn ein frisch umkrystallisiertes 
Priparat benutzt wurde, das letzte Drittel wird verdndert. 
Die Konstanz dieses Verhaltnisses weist darauf hin, daB sich 
ein durch das Lésungsmittel bedingtes Gleichgewicht der 
beiden Modifikationen herstellt, von denen dann die eine 
unbesténdig ist.') 

Ein wesentlich anderes Resultat zeitigte die Gewinnung 
von Bilirubinammonium. Hier betraigt die Ausbeute an kry- 
stallisiertem luftbestindigen Material etwa die Hiilfte der ver- 
wendeten Menge, wenn ein beliebig lange auf bewahrtes Bilirubin 
beniitzt worden war. Stellt man aber aus dem Bilirubinammonium 
wieder Bilirubin her, was durch Kochen mit Chloroform er- 
reicht werden kann, und unterwirft man dieses Bilirubin der 
gleichen Behandlung, so erhilt man das krystallisierte Ammo- 
niumsalz in einer Ausbeute von 76°/o. Durch das Einhalten 
niederer Temperaturen und unter dem Einfluf des Ammoniaks 
diirfte also die eine Modifikation in ihrem Bestehen begiinstigt 
worden sein. 

Wahrscheinlich enthalten die Mutterlaugen bei diesem 
Verfahren die zweite Modifikation als leicht lésliches Ammo- 
niumsalz. Stellt man aus ihm wieder «Bilirubin» her, so zeigt 
sich, daB es aus drei Anteilen besteht. Ein Teil lést sich 
nicht mehr in Chloroform und stellt eine fast schwarze Masse 
vor, es ist weitgehend durch Oxydation wihrend der Operationen 
verdindertes Bilirubin. Der in Chloroform geléste Farbstoff ent- 
halt spielend von diesem Lésungsmittel aufnehmbare Teile, die 
in Natriumbicarbonat léslich sind, sie stellen also die «aci»- 
Form vor, wihrend der in Chloroform schwerer lésliche Teil 
nur in Natriumearbonat léslich ist. Nach allem ist anzunehmen, 
daB die Ketoform die bestindigere Modifikation des Bilirubins 
ist. In ihr ist dann nur ein Carboxyl frei, denn das prichtig 


1) Das frisch aus Dimethylanilin umkrystallisierte Bilirubin nimmt 
fast vier Atome Silber auf, wenn hier also die Monoketoform vorliegt, 
muf ein Atom Silber Wasserstoff einer Imidgruppe ersetzen. 
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krystallisierende Ammonsalz enthalt nur eine Molekel Ammoniak.') 
Das zweite Carboxyl muf also durch basische Gruppen intra- 
molekular abgesiittigt werden. Das kénnte nun auch schon durch 
die Pyrrolkomplexe geschehen, wie sie H. Fischer annimmt. 
Diese Annahme aber erregt Bedenken, nicht nur durch die Existenz 
eines Farbsalzes mit Chlorwasserstoff, die m. E. die Annahme 
eines Pyrrolenkomplexes fordert,?) sondern auch dadurch, dab 
die Gleichartigkeit der vier Pyrrolkomplexe in den _ Bildern 
Fischers fir Bilirubin und Mesobilirubin den Unterschied nicht 
erklirt, den diese beiden Stoffe in Bezug auf die Fahigkeit zur 
Bildung komplexer Salze aufweisen. In den hierzu nicht be- 
fahigten Bilirubin kénnen demnach nicht alle vier Stickstoff- 
atome der vier Pyrrolringe Wasserstoff tragen.*) Da nun ferner 
das Mesobilirubin bei der Oxydation Methylathylmaleinimid gibt, 
das Bilirubin dieses Produkt aber vermissen laft,4) miissen im 
Bilde beide Unterschiede vereint zum Ausdruck kommen. (Und 
das ist méglich, wenn wir die von Willstatter 5) fiir das Hamin 
geforderte, hier aber sehr unwahrscheinliche ®) Briickenbindung 
durch zwei Kohlenstoffatome annehmen, und zugleich erkliren 
sich die basischen Eigenschaften wie die Leichtaufspaltbarkeit 
des Bilirubins, ganz abgesehen von K6ésters"*) Befund, daf bei 
der trockenen Destillation von Bilirubin Pyridin auftreten soll, 
dadurch, daB jetzt im Bilirubinmolekiil neben den Pyrrolringen 


') Wozu noch bemerkt sein mag, dafs es nicht sicher erwiesen 
ist, ob das Ammoniak tiberhaupt durch ein Carboxyl gebunden ist. 
*) VA 
HC—C 
| | 
HC CH 
\F 
N 


8) Hierbei ist Voraussetzung, dafs die Komplexsalzbildung am 
Stickstoff erfolgt. 

*) Unser Befund, daf sich bei der Oxydation von Bilirubin das 
Imid bildet, ist entweder auf eine Verunreinigung des Bilirubins zuriick- 
zufiihren, oder auf das Auftreten eines Stoffes, der einen dem «Imid» 
ahnlichen Geruch aufweist. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 423 (1913). 

6) Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 377 (1913). 

7) Dissertation, Rostock 1901. 
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auch Pyridinringe vorhanden sind. Auch der Ubergang der Vinyle 
des eisenfrei gedachten Hamatins in die geschilderte Atom- 
verkettung im Bilirubin ist durch Aufnahme von Wasser und 
Abspaltung in anderer Richtung leicht zu erklaren: 


~~ ™ \ 
C=C—CH, C=C—CH, C C—CH, 
F / | 4 
HN > HN | -> N—CH,—CH, | 
hy ™% | a J 
C=C—CH: CH, ¢=C—CH,—CH,OH C ( 
/ Pi Pd 


Durch die Reduktion mit Natriumamalgam, die beim 
Haimin versagt, wiirde dann unter Sprengung des Pyridin- 
ringes') ein Komplex 





SC=¢—CH, 
mC. al gp 
J as 2 3 
entstehen, der bei der Oxydation Methylathylmaleinimid 
liefern kann. 7 


Daf nun in der Tat, wie es in der vorstehenden Ab- 
leitung zur Anschauung gebracht worden ist, die Gruppen, 
welche bei der Reduktion in Athyle iibergehen, im Hiémin in 
anderer Weise an den Pyrrolring verkettet sind wie im Bili- 
rubin, geht auch aus dem gianzlich verschiedenen Verhalten 

beider Stoffe gegeniiber Eisessigbromwasserstoff hervor. Be- 
F kanntlich laft dieses Reagens aus dem Hamin Himatoporphyrin 
entstehen, indem zuniachst zwei Molekeln Bromwasserstoff 
addiert und dann unter der Einwirkung von Wasser zwei 
Bromatome durch zwei Hydroxyle ersetzt werden. Analog 
liefert Methylalkoho! den Dimethylither des Himatoporphyrins. 
| Auch Bilirubin geht nun beim Eintragen in Bromwasserstoff- 


Pe 








‘) Dafi der Pyridinring leicht aufspaltbar ist, wurde oft beobachtet ; 
unter dem Einflu§ von Natriumamalgam erhielten H. Weidel und 
M. v. Schmidt aus der Cinchomeronsdure (Pyridin 34 Dicarbonsiure) 
die stickstofffreie Cinchonséure, die bei der Destillation unter Abspaltung 
von Kohlendioxyd Dimethylmaleinséureanhydrid liefert. (Ber. d. d. chem. 
Ges., Bd. 12, S. 1146 (1879). Beim Bilirubin diirfte die Abspaltung des Stick- 
stoffs nicht eintreten, weil nach Aufspaltung des Pyridinrings immer 
noch der Pyrrolring vorhanden ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCIV. 10 
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eisessig langsam in Losung, wobei eine dunkelviolett gefarbte 
Fliissigkéit entsteht. Behandelt man dann aber nach Ab- 
destillation des Eisessigs den Riickstand mit Methylalkohol, so 
erhalt man keinen Dimethylather, sondern einen dunkelblau 
gefiirbten, bromhaltigen Korper. Leider ergaben die Analysen 
bisher keinen Aufschlu8 iiber die Natur desselben und eine 
Wiederholung dieser Versuche ist daher nétig und beabsichtigt. 
Soviel ist aber sicher, daf von einer Analogie dieser Re- 
aktion beim Haémin und beim Bilirubin nicht die Rede sein 
kann, und daher miissen die Gruppen, an denen die Addition 
von Bromwasserstoff im Hiamin erfolgt, beim Ubergang in 
Bilirubin eine Anderung erfahren haben. 

Das Entstehen eines tiefblau gefirbten Kérpers aus dem 
Bilirubin ist wahrscheinlich allein auf die Wirkung des Eis- 
essigs zuriickzufthhren, der in seiner Eigenschaft als Séure 
durch den Bromwasserstoff verstaérkt wird. Wir haben hier 
eine ahnliche Erscheinung vor uns, wie beim Lésen von Bili- 
rubin in Mono- oder Trichloressigséure, und man wird mit 
der Annahme nicht fehl gehen, daB die beobachtete Farbver- 
tiefung ihren Grund hat im Entstehen einer neuen Bindung, 
welche Farbe bedingen kann. Vielleicht findet also z. B. eine 
Wasserabspaltung statt zwischen dem Methyl des Pyrrol- 
ringes IV und dem Sauerstoff des Ketopyrrolringes III, so 
dafi eine neue Methingruppe entsteht. ') 

Es ist bereits erwahnt worden, dafi die Einwirkung von 
Diazomethan auf Bilirubin die Anwesenheit zweier Carboxyle 
in diesem Stoff erwiesen hat. Ich hatte die diesbeziiglichen 
Versuche Mitte Juli 1914 mit Herrn Alfred Schwaderer 
begonnen. Er fiel am 9. November. An der Fortsetzung der 
Versuche beteiligte sich dann Herr Dr. H. Bauer, und wir 
gedenken die sehr interessante Reaktion weiter zu verfolgen, 
denn es hat sich bereits ergeben, da auSer einer Dimethy- 
lierung auch eine Addition von Diazomethan erfolgt. Auch 
hier ist ein Unterschied gegentiber dem Hamatoporphyrin zu 
konstatieren, denn letzteres wird nur dimethyliert. An welcher 
Stelle des Molekiils im Bilirubin die Addition sich vollzieht, 


') Vergl. das Bild auf S. 145. 
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ist noch nicht geklirt, und somit muf die Frage offen bleiben, 
ob das nachstehende Bild des Bilirubins,!) welches den bisher 
bekannten Umsetzungen dieses reaktionsfihigen Stoffes einiger- 
mafen Rechnung tragt, auch dieser neuen Beobachtung ge- 


recht werden kann. 
Il I 





HC—C=C -C———-—-C—CH, 
SNH / | 
a a N—CH,—CH, 
CooHCH,—CH, a — \ \| 
- C- ( 
ee ft 
CooHCH,— CH,—C—Cz Cc C 
ee ne eee abies Miia ee a / | 
IV WN N—CH,—CH,. | I 
| f \ 
nc~e-€ SS 
% yA 
CH, OH 


Bilirubin C,,H,,0,N, (Enolform). 

Die eingangs erwihnte Reaktion von Siéuren bestimmter 
Staérke auf Bilirubin kénnte man sich an der Hand dieses 
Bildes dann so vorstellen, daf nach Lésung der inneren Salz- 
bildung zwischen Carboxyl des Ringes 4 und dem Stickstoff 
des Ringes 3 eine Aufsprengung des im letzteren vorhandenen 
Pyridinringes eintritt in der Weise, daf der Wasserstoff des 
Hydroxyls zum Stickstoff wandert. Jetzt entsteht intermediir 
ein Keten, das sich sofort verindern mu, z. B. durch Konden- 
sation unter Wasseraustritt mit dem Methyl des Komplexes 4, 
wobei eine neue Gruppierung auftritt, welche die beobachtete 
Farbvertiefung erkliren k6énnte. Zu gleicher Zeit mub, wie 
die Erfahrung lehrt, Aufnahme von Sauerstoff eintreten. 


Experimenteller Teil. 
I. Die Umkrystallisation von Rohbilirubin mit Hilfe von 
Dimethylanilin hatie bisher eine Ausbeute von 65°/» des ver- 
wendeten Materials an reinem Bilirubin ergeben.?) Herr Reih- 





1) Die Numerierung der Komplexe schliefit sich dem Bilde 
H. Fischers an, diese Zeitschrift, Bd. 89, S. 262 (1914). 
*) Dissertation von E. Niethammer, Tiibingen 1907. 
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ling erhielt bei Verwendung an 19 g Rohbilirubin 13,1 g kry- 
stallisierten Farbstoff, der sich teils beim Erkalten direkt ab- 
geschieden hatte, teils nachdem das Loésungsmittel zum grébten 
Teil unter vermindertem Druck abdestilliert worden war. 

Das frisch umkrystallisierte Bilirubin wurde dann aber- 
mals mit Hilfe von Dimethylanilin umkrystallisiert, wobei aber 
wieder nur 67,3°/o der verwendeten Menge auskrystallisierten. 

Der groBte Teil des in L6sung verbleibenden Farbstoffs 
faillt dann auf Zusatz von Alkohol aus, erweist sich aber als 
bereits veriindertes Bilirubin, ein kleiner Teil bleibt in Lésung. 
Werden nun die Lisungsmittel abdestilliert und der Riickstand 
mit Alkohol behandelt, so geht ein Teil desselben in Losung 
und dieser entzieht wiederum Petrolather Substanz; nachdem 
sie zur Entmischung mit etwas Wasser versetzt worden ist. 
Der Riickstand des Petroliitherauszugs stellte eine braune 
harzige Masse vor, in der rosettenformig angeordnete Nadeln 
eingebettet waren, die nach Entfernung des Harzes mittels 
wenig Ather isoliert werden konnten. Sie erwiesen sich als 
unléslich in 5°/oiger Sodaldsung, ein Cholesterin lag nicht vor, 
der Schmelzpunkt wurde bei 134 —136° liegend gefunden. Es 
ist nun bemerkenswert, dai dieser Koérper auch auftrat, als 
das frisch umkrystallisierte Bilirubin noch einmal aus Dimethyl- 
anilin umkrystallisiert wurde. Es hat demnach den Anschein, als 
ob es sich um ein Zersetzungsprodukt des Bilirubins handelte,') 
doch erschien die Menge desselben nicht vermehrt, nachdem 
Bilirubin langere Zeit mit Dimethylanilin gekocht worden war. 
Eine genauere Untersuchung mufte daher unterbleiben. 


II. Die Esterifizierung des Bilirubins. 


a) In alkalischer L6sung mit Dimethylsulfat. 


5 g trockenes Rohbilirubin wurden mit Hilfe von 2,8 g 
Natriumhydroxyd und 100 g Methylalkohol gelost und die Losung 


') Das Entstehen desselben wurde auch beobachtet, nachdem Bili- 
rubin mit Paraffin auf etwa 200° erhitzt worden war, welcher Versuch 
ausgefiihrt wurde, um die Herkunft aus Bilirubin klar zu stellen. 
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mit 8,8 g Dimethylsulfat') versetzt, worauf vier Stunden in 
einer vollstandig gefillten Glasstépselflasche geschiittelt wurde. 
Als nach 2tigigem Stehen ein geringer brauner Niederschlag 
entstanden war und das Gemisch neutral reagierte, wurde 
Ather hinzugefiigt und der Methylalkohol weggewaschen, wobei 
sich eine reichliche Abscheidung eines braunen K6rpers ein- 
stellte. Beim Trocknen mit Natriumsulfat verblieb derselbe beim 
Trockenmittel und konnte dann durch Auflésen des letzteren in 
Wasser wiedergewonnen werden (3g). Er erwies sich als 
Bilirubin, dem nur wenig Ester beigemengt war: 0,1618 g 
Substanz (120°) : 0,0206 AgJ = 0,81°/o CHg. 

Aus der griinbraunen atherischen Lésung wurde das 
Losungsmittel im Wasserstoffstrom entfernt, wonach ein dunkel- 
griiner, nicht krystallisierter Riickstand in der Menge von 1,5 g 
hinterblieb. Zur Reinigung wurde er nochmals in Ather gelést, 
wobei geringe Mengen schwerer léslicher Substanz zuriick- 
blieben. In Chloroform und Aceton léste er sich sehr leicht. 
Gegen 5°/oige Sodaldsung war er auch beim Erhitzen be- 
stindig, auch Natronlauge léste erst in der Wiirme und sehr 
allmahlich. 


0,145 g Substanz (i. V.) gaben 0,1133 AgJ = 4,98°/o CH, (Zeise}). 


Am Stickstoff war keine Methylierung eingetreten. 

In stark alkalisch-methylalkoholischer Losung gelingt also 
durch Dimethylsulfat eine Dimethylierung, was bemerkenswert 
insofern ist, als unter aéhnlichen Bedingungen Himin hochstens 
ein Monomethylderivat gibt.2) Man kénnte also versucht sein 
daran zu denken, da beim Bilirubin ein Hydroxyl verdathert 
worden sei, doch laft die Natur unseres Produkts sichere 
Schliisse nicht zu, jedenfalls ist auch das Bilirubin durch das 
Alkali verindert worden, worauf schon die Farbe des er- 
haltenen Derivats hinweist. 

Beim Arbeiten in wisserig-alkalischer Liésung (5 g Bili- 
rubin, 2,7 g Natriumhydroxyd, 240 ccm Wasser, 8,7 g Dimethyl- 


') Auf ein Molekiil Bilirubin kamen somit 8 Mol. NaOH und 
8 Mol. (CH,),SO,. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 195 (1913). 
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sulfat) wurden zwar gréfere Mengen in Ather leicht léslicher 
Substanz (2,9 g) erhalten, die ebenfalls eine dunkelgriine Farbe 
aufwies, dieselbe enthielt aber nur 3,98°/o CH,. Die in Ather 
schwerer ldslichen Anteile, ebenfalls griin gefarbt, enthielten 
3,5°/o CH, und bei einem Versuch, sie durch Wiederholung des 
Verfahrens vollkommen zu methylieren, trat Verseifung ein. 

Allem Anschein nach sind die Produkte verschieden, je 
nachdem in alkoholisch- oder in wasserig-alkalischer Loésung 
gearbeitet wurde. 

b) Die Veresterung des Bilirubins mit Hilfe von Salzsaure 
und Methylalkohol sei hier nochmals erwéhnt, weil der Ver- 
such unter mdéglichstem Luftabschlub ausgefiihrt wurde — es 
wurde in einer Wasserstoffatmosphiare gearbeitet — und trotz- 
dem ein griingefiirbtes Produkt, also jedenfalls das Derivat 
eines verinderten Bilirubins, erhalten wurde, und weil er zeigt, 
daf} Bilirubin im Gegensatz zu der von mir in der friheren 
Abhandlung') vertretenen Ansicht, bereits bei Zimmertemperatur 
und sehr geringer Saéurekonzentration dimethyliert wird. 

1 g Bilirubin wurde mit Hilfe von 1 g Chinin in 100 ccm 
Chloroform gelést, worauf etwa die Halfte des L6sungsmittels 
vorsichtig abdestilliert wurde. Die erkalte Lésung wurde dann 
in 250 cem Methylalkohol-Kahlbaum, der 3 g Chlorwasser- 
stoff enthielt, eingetragen, wobei sich eine Triibung einstellte. 
Auf Zusatz von Ather bildete sich dann eine griinbraune Fallung, 
die nach 18 Stunden filtriert werden konnte. Sie wurde mit 
Ather nachgewaschen und getrocknet, ihr Gewicht betrug 
0,4 g. Das Produkt enthielt 0,8°/o CH, (0,1519 g Subst. [i. V.] : 
0,0191 g AgJ). 

Aus dem tiefdunkelgriinen Filtrat wurden die Lésungs- 
mittel im Wasserstoffstrom abdestilliert, der Riickstand in Chloro- 
form gelést und diese Losung siiurefrei gewaschen und getrocknet. 
Sie hinterlieB 0,45 g eines griinen, nicht krystallisierten Stoffes, 
der gegen 5°/oige Sodalésung auch beim Erhitzen bestindig 
war, auch Natronlauge léste erst beim Erwérmen. Er enthielt 
4,3°/o CH, :0,1500 g Subst. (i. V.) : 0,0949 AgJ. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 477 (1912). 
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ill. Salzbildung von Bilirubin mit Chlorwasserstoffgas. 


Daf Bilirubin mit Chlorwasserstoff eine Verbindung gibt, 
deren Auftreten mit Halochromie verbunden ist, beobachtete 
zuerst R. Schmiedel,*) der auf meine Veranlassung folgenden 
Versuch anstellte: 2 g krystallisiertes Bilirubin wurden mit 500 ccm 
Chloroform geschiittelt, vom Ungelésten abfiltriert und die Lésung 
durch vorsichtiges Abdestillieren des Lésungsmittels auf ca. 
60 ccm konzentriert. Als in die abgekiihlte LOsung nun Chlor- 
wasserstoffgas eingeleitet wurde, schlug die Farbe der Lésung 
von braun in purpurrot um; nach langerem Einleiten stellte sich 
eine griine Fluorescenz ein und es begann sich ein Niederschlag 
zu bilden. Nach halbstiindigem Einleiten wurde dieser abfiltriert 
und im Exsikkator neben Kalk getrocknet. Seine Menge betrug 
0,15 g, er erschien prichtig kantharidenartig gliinzend. Die 
Losungen in Chloroform, Benzol Methylaéthylketon hatten rote 
Farbe mit griiner Fluorescenz, an Eosinlésungen erinnernd. 
Eine alkoholische LoOsung gab mit alkoholischer Silbernitrat- 
ldsung eine Abscheidung von Chlorsilber, auch durch Natron- 
lauge, nicht durch Wasser, wurden Chlorionen abgespalten. 

Die Chlorbestimmung gab 8,4°/o Chlor (0,1205 g Sub- 
stanz : 0,0412 AgCl). Zu einem dhnlichen Resultat fiihrte auch 
ein 2. Versuch, bei dem die Einwirkung des Chlorwasserstoffs 
etwas linger fortgesetzt wurde: es wurde zwei Stunden lang 
Chlorwasserstoff in eine Lésung eingeleitet, die 1,1 g Bilirubin 
in ca. 135 ccm Chloroform enthielt, und die mit Chlorwasser- 
stoff gesattigte Losung etwa 20 Stunden lang stehen gelassen. 
Hier zeigte sich besonders an den Wandungen ein Anflug, der 
in der Durchsicht rot, in der Aufsicht griingolden erschien. Die 
Menge des abgesaugten, mit wenig Chloroform nachgewaschenen 
Niederschlags betrug etwa 0,5 g, er lieB sich im Vakuum iiber 
Kalk zu konstantem Gewicht trocknen und erschien als rot- 
violettes Pulver. Der nach Carius bestimmte Gehalt betrug 
9,59°/o. 0,0833 g Subst. : 0,0323 g AgCl. 

Eine zweite Chlorbestimmung wurde in der Weise aus- 
gefuhrt, daf 0,1261 g Subst. mit warmem Pyridin behandelt 





') Dissertation, Cannstatt 1912. 
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wurden, wobei sich der grofte Teil loste. Beim Stehen setzte 
sich aus-den Filtraten Bilirubin ab, an der Farbe und den 
Loslichkeitsverhaltnissen kenntlich, welche Beobachtung dafiir 
spricht, dafs wir es bei dem chlorhaltigen Korper mit einem 
direkten Derivat des Bilirubins zu tun haben. SchlieBlich wurde 
das Filtrat mit Essigséure gefallt, vom Niederschlag filtriert 
und das neue Filtrat unter Zusatz von Salpetersdure mit Silber- 
nitrat gefallt. Das erhaltene Chlorsilber wurde durch Auflésen 
in Ammoniak und Fallung mit Salpeterséure gereinigt. Erhalten 
wurden 0,0432 g AgCl = 8,47°/o Chlor. 

Der von Schmiedel gefundene Chlorgehalt, sowie die 
Mengen des Chlors, welche bei dem 2. Versuch von Pyridin 
abgespalten wurde, steht im Einklang mit den Werten, die 
sich aus einer Formel (C,,H,,O,N,).- 3 HCl, ber. 8,52°/o Chlor 
berechnen wiirden. 

Wesentlich andere Eigenschaften werden bei den durch 
Chlorwasserstoff nicht gefillten Anteilen des verwendeten Bili- 
rubins bei beiden Versuchen festgestellt. Schmiedel fillte 
das Filtrat vom Farbsalz durch Zusatz von Petrolither und 
bekam 1,8 g¢g eines dunkel gefirbten Stoffes, der bereits an 
Wasser Chlorionen abgab und dessen Lésungen in Alkohol, 
Chloroform oder Benzol sich beim Erwérmen sichtbar ver- 
iinderten, indem die rote Farbe in gelb umschlug. Bilirubin 
lie} sich nicht wieder aus dem Produkt gewinnen, durch 
Natronlauge wurde das gesamte Chlor aus ihm entfernt. Der 
Gehalt an Chlor betrug 14,7°/o. 

0,1900 g Sbst.:0,1135 g Ag(Cl. 

Beim zweiten Versuch wurde sowohl beim Zusatz von 
Ather oder Schwefelkohlenstoff an Proben des rot gefirbten 
Filtrats vom Farbsalz ein Umschlag der Farbe in griin beob- 
achtet als auch beim Einengen der Chloroformlésung auf ca. 
50 eem. Petrolither fillte dann eine griinschwarz gefiarbte 
Masse aus, etwa 0,5 g, die sich gut filtrieren lieD. 

Das Erwiirmen hatte aber einen starken Einflu$ insofern 
gehabt, als jetzt gegeniiber dem ersten Versuch ein ganz 
anderer Stoff vorlag, der nur 4,46°/o Chlor enthielt und das 
Halogen an warmes Pyridin nicht oder nur ganz langsam abgab. 
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0,1209 g Sbst. (i. V. tiber Kalk zu konst. Gewicht getr.):0,0234 g AgCh 
(Carius). 
Als eine Probe in Pyridin gelést und durch Essigsiure 
wieder gefillt worden war, enthielt das Filtrat keine Chlorionen. 
Der Versuch wurde dann mit 0,1033 g wiederholt, wo- 
bei die mit Essigsaéure versetzte Pyridinldsung den Farbstoff 
sehr allmahlich und nicht vollstaéndig fallen lie}, so dai etwas 
Salpeterséure zugefiigt werden mubte, wodurch dann der noch 
kolloid geléste Teil des Farbstoffs zerst6rt wurde. Aber auch 


jetzt wurden nur 3,28°/o Chlor gefunden. 


0,1033 g Sbst. :0,0137 g AgCl. 


IV. Verhalten von Bilirubin gegen Essigsiure, 
chlorierte Essigsiure und deren Ester. 


Das zu den nachfolgend beschriebenen Versuchen ver- 
wendete Bilirubin war durch Umkrystallisation aus Dimethyl- 
anilin gereinigt worden. 

1. Beim Kochen mit Eisessig ergab sich nach kurzer 
Zeit eine griine Losung, die sich auf Zusatz von Wasser triibte. 

1a. Essigester gab eine hellgelbe Lésung. 

2. Beim Erwarmen mit Monochloressigsiiure trat sofort 
eine Verfiirbung ein, nach zwei Stunden hatte sich eine dunkel- 
griine Losung gebildet; auf Zusatz von Wasser trat Fal/ung ein. 

2a. Monochloressigester gab eine orangerote Losung. 

3. Beim Erwirmen mit Trichloressigsiiure trat augen- 
blicklich Lésung mit blaugriiner Farbe ein, Wasserzusatz er- 
zeugte eine schwarzblaue Fillung. 

3a. Trichloressigsiureester gab eine braunrote Loésung. 

Ameisensiure lief dagegen Bilirubin scheinbar unver- 
andert. 

1 g Bilirubin wurde in einem U-Rohr von 1 cm lichter 
Weite zwischen je 2,5 g trockene Monochloressigsiure ge- 
bettet, worauf die Luft durch gereinigten (Pyrogallollésung) 
und getrockneten Wasserstoff verdringt wurde. Nun wurde 
im Wasserbade auf 6d—67° erwarmt und 4 Stunden bei 
dieser Temperatur unter Durchleiten von Wasserstoff gehalten. 
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Hierbei war schon nach 90 Minuten Verfairbung bemerkbar, 
nach 4 Stunden hatte sich eine tiefdunkele griine Losung ge- 
bildet, die dann in 200 g ausgekochtes und auf 70° erkaltetes 
Wasser eingetragen wurde, wobei der Farbstoff vollstandig 
ausfiel. Er wurde filtriert, siurefrei gewaschen und im Va- 
kuum getrocknet. Erhalten wurden 0,87 g eines schwarzgriinen 
Pulvers, das an Alkohol nur geringe Mengen Substanz abgab; 
dagegen entzog Chloroform reichliche Menge unverdnderten 
Bilirubins, wahrend der betriichtliche Rest aus einer fast 
schwarzen, nicht krystallisierten Masse bestand. 

Fast genau das gleiche Resultat wurde erhalten als an 
Stelle von Wasserstoff Kohlenséiure verwendet wurde. 


V. Uber das Bilirubinammonium. 


Auf die Méglichkeit das Bilirubin mit Hilfe eines in Methyl- 
alkohol leicht léslichen Ammoniakanlagerungsproduktes zu 
reinigen, wurde bereits in der letzten Mitteilung hingewiesen.') 
Am SchluB derselben teilten wir mit, daB es gelingt, eine etwa 
10°/oige bilirubinhaltende Lésung durch Einstellen in eine 
Kiiltemischung zum Krystallisieren zu bringen. Diese wichtige 
Beoabachtung haben wir nun etwas weiter verfolgen kénnen 
und zwar nach verschiedenen Richtungen. Die Darstellung er- 
folgte in der Weise, daB z. B. 10 g Bilirubin in 75 ccm frisch 
iiber Kalk destilliertem Methylalkohol (Kahlbaum) suspendiert 
wurden und auf diese Mischung trockenes Ammoniakgas ge- 
leitet wurde, wobei der Farbstoff rasch in Losung geht. Man 
filtriert durch einen Warmwassertrichter und verwendet 25 ccm 
Methylalkohol zum Nachspiilen, worauf das Filtrat eine Stunde 
in eine Kiltemischung gestellt wird. Die jetzt vorhandene Aus- 
scheidung wird auf einer Nutsche scharf abgesaugt, mit wenig 
eiskaltem Methylalkohol nachgewaschen und dann auf einen 
Tonteller gebracht. Bei Verwendung ilterer Bilirubinpraparate 
betragt die Ausbeute 50—60°/o des verwendeten Bilirubins. 

Das Bilirubinammoniak wurde bisher immer in braun- 
roten Nadeln krystallisiert erhalten und zeichnet sich durch 


') Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 71 (1914). 
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grofe Bestandigkeit an der Luft und beim Trocknen tber Kalk 
aus. Auch beim kurzen Erhitzen erleidet es keine Veranderung 
der Farbe, verliert aber allmahlich das Ammoniak. Nur unter 
der Einwirkung von Sauren wurde bisher ein leicht eintretendes 
Ergriinen beobachtet, ein Praparat zeigte sogar Verfarbung als 
es lingere Zeit im Vakuum unter Schwefelsiéiure aufbewahrt 
wurde. Die Analysen lassen es nicht als unmOglich erscheinen, 
daf das lufttrockene Priaparat noch etwas Methylalkohol ent- 
hilt und dai beim Liegen tiber Kalk ein kleiner Verlust auch 
an Ammoniak erfolgen kann. 
Priparat I. 

0,1182 g Sbst. (14 Tage an der Luft aufbewahrt) gaben 12,2 ccm N 
bei 13° und 746 mm B. 

0,1630 g Sbst. verlcren beim Liegen itiber Kalk 0,0020 g == 1,2 %/o. 

0,1610 g Sbst. gaben 0,3867 CO, und 0,0957 g H,O, keine Asche. 
Priparat Il, im Vakuum tiber Kalk zu konstantem Gewicht getrocknet. 

0,1283 g Sbst. gaben 12,8 ccm N bei 9° und 739,5 mm B. 

Praparat III, wie II behandelt. 

0,1250 g Sbst. gaben 13,3 ccm N bei 12° und 742 mm B. 
Priparat IV, im nichtevakuierten Exsikkator iiber Kalk getrocknet. 
0,1085 g Sbst. gaben 11,2 ccm N bei 16° und 730 mm B. 
CjgH,,0,N,-NH,. Ber.: 65,19%o C, 6,62%o H, 11,88 % N. 

I. Gef.: 65,5 >» 647 » 11,92 >» 


a a 11,60 > 
ui. - ss 12,38 > 
i. - — 11,81 > 


Das Bilirubinammoniak lést sich in Natriumbicarbonat- 
lésung auf, beim Kochen mit Chloroform verliert es das Am- 
moniak und geht dabei in hellrot gefirbtes Bilirubin tiber, das 
durch Natriumbicarbonat nicht in Lésung iiberfiihrt wird. Ein- 
mal wurden hierbei Krystallformen beobachtet, die denen des 
Hamin glichen. 

0,1390 g dieses Bilirubins (bei 90—100° getr.) gaben 0,3416 CO, 
und 0,0773 H,0. 

C5,H,,0,N,. Ber.: 67,16°%o C, 6,29°%o H. 
Gef.: 67,02 » 618 > 


2,5 g dieses frisch hergestellten Bilirubins wurden nun 
erneut in das Ammoniakanlagerungsprodukt tiberfihrt, wobei 
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in der Kiiltemischung 1.9 g auskrystallisierten. Die Farbe dieses 
Praparats war dunkelbraunrot. (Im Gegensatz hierzu gab ein 
schon lange Zeit aufbewahrtes Bilirubinpriparat bei gleicher 
Behandlung so gut wie keine Abscheidung.) 
0,1704 g Sbst. (iiber Kalk getr.): 0,4075 CO, und 0,0988 H,0. 
CygH,.0,N, NH, Ber.: 65,19°%o C, 6,62 %o H 
Gef.: 65,22°o C, 6,45°/o H. 

Doch verlor das Priiparat beim Trocknen im Vakuum 
0,94 %/o. 

Zur Wiedergewinnung des in den Filtraten vom Bilirubin- 
ammoniak noch vorhandenen Farbstoffs wurden verschiedene 
Versuche ausgefiihrt. Am zweckmiifigsten ist es wohl das 
Filtrat sofort in groBe Mengen wasserfreien Athers einflieBen 
zu lassen, wobei die Substanz in gelbroten Flocken ausfiallt, 
die sich zusammenballen und filtrieren lassen, worauf auf Ton- 
tellern getrocknet wird. 

Nach eintégigem Liegen enthielt ein solches Praparat 
11,4 °%/o N. 

(0,2325 g Sbst.: 23,4 ccm N bei 18° und 740 mm B.) 

Nach viertigigem Liegen, wobei ein Verlust von 2,7°/o 
eintrat, 11,7°/o N. 

(0,1819 g Sbst.: 18,9 ccm N bei 15° und 730 mm B.) 

Die weitere Gewichtsabnahme betrug dann noch 0,73 °/o. 

Bei einem anderen Versuch wurde das Filtrat vom Bili- 
rubinammoniak in einem groBen UberschuB von stark verdtinnter 
Schwefelsiiure eingetragen, die ausgekocht worden war. Die 
hierbei entstandene Fallung ist sehr voluminés, und daher er- 
forderte das Auswaschen langere Zeit, so dafi sich die bei der 
Aufarbeitung beobachteten Verinderungen des Farbstoffs durch 
EKinwirkung des Luftsauerstoffs erkliiren lassen. Der ausge- 
waschene Schlamm wurde auf Filtrierpapier gebreitet und im 
Vakuum getrocknet, dann mit Chloroform extrahiert, wobei von 
4.5 g 2,5 g unloslich zuriickblieben. 

Dieser Teil erwies sich auch durch seine fast schwarze 
Farbe als weitgehend verindertes Bilirubin; er enthielt etwa 
0,5°/o Asche. 

0,2100 g Sbst. (aschefrei) gaben 0,4652 g CO, und 0,0993 H,O. 


0,2095 g » > >» 19 ccm N bei 11° und 730 mm B. 
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Es ist nun nicht uninteressant, dab die aus den Analysen 
berechnete Zusammensetzung, wenigstens was Kohlen- und 
Wasserstoff betrifft, eine Ubereinstimmung mit dem Oxydations- 
produkt zeigt, dafi wir als Bilinigrin bezeichnet haben.!) Doch 
fehlte dem vorliegenden Priparat die charakteristische Kigen- 
schaft des Bilinigrins, ein unlésliches Natriumsalz zu geben, die 
sich ja, was sehr bemerkenswert ist, schon bei einem Spalt- 
produkt des Bilirubins, der Dehydrobilinséure von Piloty?) findet. 

Es liegt also kein Bilinigrin vor, wohl aber ein ahnliches 
Produkt, das aus Bilirubinammoniak durch Aufnahme von Sauer- 
stoff und Wegnahme von Wasserstoff entstanden ist. Die ge- 
fundenen Werte kommen nimlich denen am nichsten, die sich 
aus der Formel C,,N,,0,N, berechnen: 

CyH,,0,N,. Ber.: 61,17%o C, 5.23% H, 11,09%o N. 
Gef.: 60,42 >» 526 » 104 » 

Der durch Chloroform extrahierte Teil lief sich leicht in 
einem im genannten LOsungsmittel schwer und einem auBer- 
ordentlich leicht loslichen Teil trennen. Der erstere (1,5 g) stellte 
gewOhnliches Bilirubin vor, der letztere (0,7 g) war wenigstens 
teilweise in Natriumbicarbonat léslich. Doch zeigte er noch 
annihernd die Zusammensetzung des Bilirubins. 

0,1062 g Sbst. (95°): 0,2575 CO, und 0,0590 H,O (Spur Asche) 
= 66,13%o C und 6,18 %o H. 

Aus dieser «aci-Form» des Bilirubin krystallisiertes Bili- 
rubinammoniak zu gewinnen, gelang nicht. 

Ein sehr merkwiirdiges Resultat wurde bei der Einwirkung 
von Diazomethan*) auf das Bilirubinammoniak erhalten. 

1 g des letzteren, in Chloroform suspendiert, wurde mit 
der aus 2 ccm Nitrosomethylurethan erhaltenen (itherischen) 
Lésung von Diazomethan behandelt, wobei der Farbstoff rasch 
unter Gasentwicklung in Lésung ging. Die L6sung wurde nach 
eintiigigem Stehen im Vakuum verdunstet, wobei ein dunkel- 
brauner Firnis hinterblieb. Eine Probe léste sich in konzen- 
trierter Schwefelsiure mit dunkelrotbrauner Farbe, die nach 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 66 (1914). 
2) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 45, S. 2393 (1912). — 
5) Vergl. Abschnitt VIII dieser Abhandlung. 
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einiger Zeit tiber rotviolett in blau tberging. Das Praparat 
wurde durch ganz schwaches Erwirmen mit Methylalkohol ge- 
lost, dann trat beim Erkalten nur eine geringe harzige Ab- 
scheidung ein. Das Filtrat wurde schlieBlich durch Eingiefen 
in Wasser gefillt, wonach sich der hellbraungelbe Niederschlag 
gut filtrieren lie}. Nach dem Trocknen im Vakuum wog er 
0,75 g: er léste sich in Soda selbst beim Einhitzen im Wasser- 
bade nicht auf, eine Probe zeigte im Kapillarrohr erhitzt ein 
Erweichen bei 95° und wurde bei 115° blasig und schwarz- 
braun, um sich bei weiterem Erhitzen unter Gasentwicklung 
zu zersetzen. Die Analyse ergab, daf ein dreifach methyliertes 
Bilirubin vorlag, an das sich Diazomethan angelagert hatte; 
ob das Ammoniak dem Molekiil erhalten blieb, muf unent- 
schieden bleiben, da der fiir den Stickstoff gefundene Wert 
dafiir, der fiir den Kohlenstoff gefundene dagegen spricht. 

0.1243 g Sbst. (i. V. iiber Kalk): 0,2990 CO, und 0,0777 H,0. 

0,1272 g > > 15,7 ccm N bei 9° und 740 mm B. 

0,0930 g >» > 0,0934 AgJ (Zeisel). 

C,,H,,0,N,. Ber.: 64,19%o C, 6,98%o H, 14,56°%o N, 6,68°/o CH,. 

C,,H,,0,N,. >» 65,85 » 6,71 >» 12,81 >» 6,86 » 

Gef.: 6560 >» 695 » 14,45 >» 64 » 


VI. Die Untersuchung auf eine im Bilirubin vor- 
handene Ketogruppe 


wurde im Hinblick auf die von K. H. Meyer’) festgestellte 
Tatsache ausgefiihrt, daf aromatische Ketone und Chinone 
mit Siiuren und gewissen Metallhalogeniden Additionsprodukte 
geben, deren Farbe regelmifig tiefer ist als die der freien 
Ketone und Chinone. Es war zu erwarten, das sich beim 
Bilirubin éhnliche Beobachtungen wiirden machen lassen, doch 
schieden hier alle Versuche aus, bei denen Chloressigséiuren 
zur Verwendung kamen, da ja Bilirubin durch diese Séuren 
tiefer gehende Verdnderungen erleidet, selbst Essigsaure als 
Lésungsmittel war zu vermeiden. In der Tat wurden nun 
wenigstens mit Zinntetrachlorid und Aluminiumchlorid tief ge- 


') Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 41, S. 2568 (1908); Bd. 43, S. 157 (1910). 
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farbte Fallungen erhalten; wiéhrend aber die Chinone und 
Ketone nach der Zersetzung der Additionsverbindungen, die 
durch Zufiigen von Wasser leicht erreicht wird, unveriindert 
zuriickerhalten wurden, trat beim Bilirubin nur die Zersetzung 
ein, kenntlich durch den Farbenumschlag, zugleich aber zeigte 
die Art desselben an, da, wie es von vornherein erwartet 
werden konnte, nunmehr das Bilirubin eine Veriinderung er- 
fahren hatte. Eine quantitative Bestimmung war daher und 
auch schon aus dem Grunde ausgeschlossen, dai wegen der 
Schwerloslichkeit des Bilirubins in den verwendeten Lésungs- 
mitteln mit sehr geringen Mengen gearbeitet werden mufite. 























Lisungs- | Farbe der} | Farbe der Mischung | Farbumschlag 
sities Bilirubin-|  Salz | seen, Mites _auf Zusatz von 
' | lésung | lle 8 Wasser 
| | ‘sofort rote Farbung | 
| a : 'sofort rote Farbung | : . 
Benzol | hellgelb SnCl, | allmihlich Fallung | gelbgriin 
| | . | griinbraun 
Xylol | gelb SnCl, | dunkelrote Fallung | tee 
Chloroform | braungelb SnCl, | dunkelrote Fallung braun, dann griin 
Schwefel- _ ow, | tief dunkelrote | 
kohlenstoff | 8°! | SnCl Fallung | bas 
Chloroform |braungelb AICI, tief rosa Fallung | gelbbraun 
Benzol | hellgelb | AICI, “oo | gelb 
[HgCl, in} 3. | keine 
Xylol gelb Eisessig | griine Farbung Entfarbung 





Vil. Uber die Einwirkung von Bromwasserstoff- 
eisessig auf Bilirubin. 


In 100 g Bromwasserstoffeisessig (spez. Gew. 1,41) 
wurden 5 g reines Bilirubin in Portionen von 0,5 g im Laufe 
von 5 Tagen eingetragen, wobei der Farbstoff in Losung ging, 
was durch Schiittein des weithalsigen Glasst6pselglases, in 
dem die Reaktion vorgenommen wurde, beschleunigt wurde. 
Aus der durch Glaswolle filtrierten dunkelvioletten Fliissigkeit 
wurde dann unter Durchleiten von Wasserstoff das Lésungs- 
mittel unter vermindertem Druck abdestilliert, der Riickstand 
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in Eisessig gelost und das Losungsmittel erneut abdestilliert.') 
Nunmehr wurden 100 ccm wasserfreier Methylalkohol-hinzu- 
gegeben und eine Stunde im Wasserbade schwach erwarmt, 
so daB nur 30 cem abdestillierten, worauf die tiefblaue L6- 
sung in 11 Ather unter Umriihren eingetragen wurde. Hierbei 
entstand eine Fiillung, die sich nach halbstiindigem Stehen 
filtrieren lieB’. Es wurde dann mit Ather solange nachgewaschen 
bis der ablaufende Ather an Wasser keine Bromionen mehr 
abgab und das Wasser farblos blieb, worauf im Vakuum ge- 
trocknet wurde. Erhalten wurden 5,5 g eines blauvioletten 
Pulvers, das sich in konzentrierter Schwefelsiiure mit tief 
blauer Farbe léste, auf Zusatz eines Tropfens Salpetersiiure 
trat dann Rotfiirbung ein; auch die Reaktion mit diazotierter 
Sulfanilsiiure verlief positiv. 5°/oige Sodalésung und auch 
1°/oige Natronlauge wirkten bei Zimmertemperatur nicht ein. 
0.1576 g Sbst. (i. V.) gaben 0,0879 g AgJ = 3,56 °/o CH,. (Zeisel.) 
0.1546 g >» » >» 0,0504 g AgBr = 13,87°%0 Br. (Carius.) 

Durch Schiitteln mit 5°/oiger methylalkoholischer Natron- 
lauge trat vollige Lésung ein, wobei zugleich Verseifung und 
Abspaltung des Broms erfolgte. Die Losung der Substanz in 
Chloroform gab an 12,5°%/oige Salzsiiure nichts ab, 25°/oige 
fiirbte sich schwach hellblau, mit 37°/oieger erfolgte die Bildung 
einer Emulsion und, nachdem diese durch Zugabe von Wasser 
getrennt worden war, blieb in der wasserigen Salzséure ein 
blau gefirbter K6rper suspendiert, der in Sodalésung iiber- 
ging. Es war also auch hier Verseifung eingetreten. 

Da der ermittelte Gehalt an Brom mit einem einheit- 
lichen Bilirubinderivat nicht im Einklang stand und auch die 
gefundene Methylzahl fiir ein dimethyliertes Derivat zu niedrig 


') Bei einem anderen Versuch wurde diese zweite Destillation, 
bei der auch der Bromwasserstoff zum gréfiten Teil entfernt wird, unter- 
lassen. Das dann durch Einwirkung von Methylalkohol erhaltene Produkt 
war weitgehender verestert worden, entsprechend der gréferen Menge 
noch vorhandenen Bromwasserstoffs. 

0,2051 g Sbst. (i. V.): 0,1404 AgJ = 4,36°o CHg. 

Ferner sei erwihnt, daf bei dreitigiger Einwirkung des Eisessig- 
bromwasserstoffgemisches ein Produkt erhalten wurde, das nur 7°/o Brom 
enthielt. 
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war, wurde versucht ob durch eine wiederholte Behandlung 
mit Methylalkohol ein vollstandiger Ersatz des ganzen Brom- 
gehalts durch Methoxyl oder wenigstens ein Ersatz der Brom- 
menge zu erzielen sein wurde, die tiber der dem Gehalt an 
einem Atom entsprechenden Menge lag. Der Erfolg dieser 
zweiten Behandlung bestand nun einerseits darin, dai der 
Bromgehalt des wieder mit Ather gefallten Produktes in der 
Tat vermindert war, wahrend andererseits der Methoxylgehalt 
vermindert worden und entsprechend der neue KO6rper in 
Soda léslich geworden war. Leider gelang es nicht, ihn kry- 
stallisiert zu erhalten, so da’ die aus den Analysen ableitbare 
Forme! noch nicht zu Schltissen tiber den Chemismus seines 
Entstehens herangezogen werden kann. Aber sicher erscheint, 
dafi ein Atom Brom durch Methylalkohol nicht ablosbar ist, 
im Gegensatz zu den Vorgiangen bei der Bildung des Himato- 
porphyrins; durch Laugen wird es herausgenommen, wobei 
nur schwer vollstindige Verseifung parallel geht. 
0,1448 g Sbst. (i. V.): 0,3057 CO, und 0,0775 H,0. 
0.1228 ¢ » » 02609 » » 00615 >» 
0,1232 g_ >» > 9,2 ccm N bei 10° und 738 mm B. 
0,2209 g >» . 0,0585 AgBr. (Carius.) 
0,1000 g_ > > 0,0272 AgBr (Erwarmen mit Sodalisung auf 55°). 
0.1714 g_ >» > 0,0573 AgJ. (Zeisel.) 
C33H,,0,N,Br: 
Ber.: 57,81°%o C, 5,99%o H, 8,18%o N, 11,68°/o Br, 2,2°/o CHy. 
Gef.: 57,58 » 595 » 863 » 1127 » 213 >» 
>» 57,94 » 5,6» — 11,6 » _ 


VIII. Die Einwirkung von Diazomethan auf Bilirubin 


wurde ausgefiihrt um eine Veresterung zu bewirken, nachdem 
sich gezeigt hatte, daf die Anwendung von Sduren oder AI- 
kalien zur Unterstiitzung der Methylierung bei der Labilitat 
des Bilirubins unstatthaft ist. Zu einem krystallisierten Produkt 
hat auch die Methylierung auf dem neuen Wege bisher nicht 
gefiihrt. Es geht aber aus den Eigenschaften und den Analysen 
bereits klar hervor, da Dimethylierung eintritt, womit die 
Anwesenheit von zwei Carboxylen im Bilirubin bewiesen sein 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCIV. 11 
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diirfte, und daB ferner eine Addition von einem Molekiil Di- 
azomethan eintritt. ') 

Kin erster Versuch wurde mit 2,5 g Rohbilirubin ausge- 
fiihrt, welche Menge, mit 100 cem wasserfreiem Ather iiber- 
schichtet, der Einwirkung der atherischen L6sung von Diazo- 
methan ausgesetzt wurden, die aus einem Gemisch von 5 cem 
Nitrosomethylurethan, 3 ccm methylalkoholischer Kalilauge und 
50 ccm Ather beim Erwirmen abdestillierte.2) Bei Zimmer- 
temperatur fand hierbei eine Reaktion statt, bemerkbar durch 
leichte Erwirmung, Stickstoffentwicklung und Bildung einer 
tiefroten Loésung. Doch blieb auch bei langerem Schiitteln ein 
Teil des Bilirubins ungelost, der dann einer zweiten Behand- 
lung mit Diazomethan unterworfen wurde. 

Die filtrierte, tiefrote iitherische Lésung hinterlief nach 
Abdestillation des Losungsmittels ein rotes Harz, das sich in 
warmem Methylalkohol sehr leicht léste, beim Erkalten schied 
sich ein Teil des Gelésten aber wieder harzig ab; so wurde 
auch der Methylalkohol wieder abdestilliert, wonach sich der 
Riickstand etwas aufgeblaht hatte. Er lieB sich jetzt pulvern, 
liste sich spielend in Chloroform, leicht in Ather, es gelang 
aber nicht z. B. durch Zusatz von Petroliither andere als 
harzige Fiillungen zu erzielen. 

Die iitherische Lésung gab an Soda keine Substanz ab, 
durch Natronlauge wurde der Farbstoff ganz allmahlich in 
die wiisserige LOsung tiberfiihrt. Diese veranderte ihre Farbe 
beim Stehen an der Luft nicht bemerkbar, so daf es den 
Anschein hat, als ob an der luftempfindlichen Stelle des Bili- 
rubinmolekils die Anlagerung von Diazomethan stattgefunden 
hat. Daf die Natronlauge beim Lésen zugleich eine partielle 
Verseifung bewirkt hatte, bewies die Zeiselbestimmung, die 
nur noch 2,24°/o CH, ergab. 


', Es diirfte wohl kaum anzunehmen sein, daB das addierte 
Diazomethan zur Abspaltung von Methyljodid bei der Zeisel-Methode 


gefiihrt hat. 
2) Es wurde also ein Uberschuf von Diazomethan verwendet, da 


zur Dimethylierung der verwendeten Bilirubinmenge theoretisch 1,2 ccm 
Nitrosomethylurethan ausgereicht hitte. 











# 
5 
3 
2 
: 
> 
= 
® 








Beitrige zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. VIII. 161 


0,1423 der aus der alkalischen Lésung durch verdiinnte 
Schwefelsiiure gefillten Substanz, die filtriert, SO, frei ge- 
waschen und im Vakuum getrocknet worden war, gaben 
0,0500 g AgJ. 

Die Gmelin-Tiedemannsche Reaktion fiel bei dem 
Einwirkungsprodukt von Diazomethan auf Bilirubin positiv aus, 
auf Zusatz von Formaldehyd zu einer Lésung in Schwefel- 
siure trat Griinfairbung auf, die allméhlich in blau iiberging. 

Die methylalkoholische Lésung fiirbte sich auf Zusatz 
von Salzsiéure prachtvoll rot, zugleich ergab sich ein harziger 
Niederschlag; auch verdiinnte Schwefelsiiure erzeugte einen 
Umschlag der Fiirbung, Zusatz von Pikrinsdéure lief eine har- 
zige Fillung entstehen, die sich in heiBem Xylol liste, aber 
nicht krystallisiert erhalten werden konnte. 

Beim Erhitzen im Capillarrohr erfolgte bei 78° Sinterung, 
bei 115° unter Dunkelfiirbung Schmelzen und Zersetzung unter 


Auf blahen. 
Der Methylgehalt betrug 4,64°/o (0,1080 g Sbst., i. V. getr.,; 0,0786 g AgJ.) 

Die bei der zweiten Behandlung mit Diazomethan er- 
haltene atherische Losung enthielt einen Stoff, der nach all 
seinen Reaktionen identisch mit dem soeben beschriebenen 
war. Er enthielt 4,98°/o CHg. 

0,1793 Sbst. (i. V.): 0,1400 g AgJ. 

Vollige Gewichtskonstanz war hier beim Trocknen im 
Vakuum nicht erreicht worden, nach 2 Monaten hatte sich 
dann eine Abnahme von 2,4°/o ergeben. Eine Stickstoffbe- 
stimmung ergab jedoch 13,4°/o N. 

0,1377 g Sbst.: 16 ccm N bei 11° und 740 mm B. 

Bei 90° getrocknet verlor die Substanz erneut 2,3°/o, 
wonach Gewichtskonstanz eingetreten war. Eine Stickstoff- 
bestimmung ergab jetzt 12,5%/o N. 

0,1402 g Sbst. (90°): 15,2 ccm N bei 11,7° und 739 mm B. 

Die auch bei der zweiten Diazomethanbehandlung in 
Ather ungelést gebliebenen Teile des Bilirubins listen sich 
sehr leicht in Chloroform, Methylalkohol und Methylathylketon. 
Aus diesen Lésungen waren Krystalle nicht zu_ erhalten, 
wahrend die ungeldéste Substanz dem Bilirubin ahnliche Kry- 


stalle aufwies. Der Léslichkeit entsprechend und den Eigen- 
19° 
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schaften — von Sodalésung wurde die Substanz sehr langsam 
aufgenommen — war hier weitgehende aber nicht vdllige 


Methylierung eingetreten. 
0,1050 g Sbst. (909): 0,0697 AgJ = 4,24°o CH,. 

Auch war die Addition von Diazomethan bereits erfolgt: 
eine Stickstoffbestimmung ergab 13,63°/o N. 
0,1057 g Sbst. (i. Vak. ttber Kalk): 12,2 ccm N bei 7° und 740 mm B. 

Bei einem zweiten Versuch wurden 2,7 g reines Bili- 
rubin in gleicher Weise, wie beim ersten Versuch beschrieben, 
behandelt. Trotz haufigen Schiittelns und dreitaégiger Einwirkung 
hatten sich hier nur 0,6 im Ather gelist, 2,1 g waren ungelost 
geblieben. 

Die Eigenschaften des léslichen Produkts glichen denen 
des entsprechenden Teils vom ersten Produkt; die Analyse 
spricht dafiir, dafi auber einer Dimethylierung die Anlagerung 


eines Molekiils Diazomethan erfolgt war. 
0,1870 g Sbst. (i. V. getr.): 0,4506 g CO, und 0,0125 g H,O. 
0,1326 g >» > 14,5 ccm N bei 12° und 740 mm B. 
01311 g >» > 0,0975 g AgJ. (Zeisel.) 
C,,H,,0,N,. Ber.: 65,42%o C, 6,54%o H, 13,09% N, 4,67%o CH,. 
Gef.: 65,72 >» 669 » 126 » 4,75 » 

Der in Ather unldslich gebliebene Teil krystallisierte 
wieder in Pseudomorphosen nach dem verwendeten Bilirubin ; 
da letzteres verandert worden war, zeigten die Loslichkeits- 
verhaltnisse und Eigenschaften, die mit denen des _ ent- 
sprechenden Produkts vom ersten Versuch iibereinstimmten. 

Kin krystallisierendes Bilirubinderivat konnte endlich 
auch nicht erhalten werden als die Einwirkung der atherischen 
Diazomethanliésung auf in Chloroform suspendiertes Bilirubin 
untersucht wurde, wobei das Bilirubin unter schwacher Gas- 
entwicklung vollstiindig in Losung ging. 

Die Fortsetzung der Untersuchungen iiber das Bilirubin 
wurde ermoglicht durch eine pekuniare Unterstiitzung aus dem 
«Allgemeinen Fonds zur Férderung chemischer Forschungen 
(Leo-Gans-Stiftung) der Kaiser-Wilhelm-Gesellschaft zur For- 


derung der Wissenschaften». 


Stuttgart, im April 1915. 
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Beitrage zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe. 
IX. Mitteilung. 


Von 


William Kiister. 
Uber die Bildung von Gallensteinen. 


Nach Versuchen von K. Reihling. 


(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Technischen Hochschule, Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. April 1915.) 


Nach den bisher beobachteten Erscheinungen enthalten 
die Gallensteine des Rindes aufSer Fetten, Fettsaiuren, Chole- 
sterin, Gallensiuren nebst deren Salzen und anorganischen 
Stoffen und neben Bilirubincalecium und -magnesium noch andere 
gefirbte Stoffe, von denen ein Teil in Alkohol, ein zweiter in 
Eisessig ldslich ist, wahrend sich der Rest als in allen L6sungs- 
mitteln unléslich erweist. Zur Beantwortung der Frage, wie 
Gallensteine entstehen, ist neben der Ermittelung der Konstitu- 
tion des Bilirubins, eine Entscheidung auch dariiber von Wichtig- 
keit, aus welchen Bestandteilen sich die genannten, der Menge 
nach das Bilirubin tiberwiegenden Anteile der Gallensteine zu- 
sammensetzen, und dariiber, ob diese Bestandteile mit bereits 
bekannten Stoffen in eine Beziehung zu bringen sind. Nach- 
dem das Bilirubin nun als Derivat der prosthetischen Gruppe 
des Hiimoglobins erkannt worden ist, war zu erwarten, dab 
auch noch andere Bestandteile der Gallensteine solche Be- 
ziehungen aufweisen oder sich als Abkémmlinge des Globins 
charakterisieren lassen wtirden. 

In der Tat haben einige Versuche, die Herr Reihling 
auf meine Veranlassung ausgefihrt hat, dahin entschieden, daf 
der in Alkohol ldsliche Teil der Gallensteine als ein durch 
Petrolather nicht zu trennendes Gemisch von Derivaten der 
prosthetischen Gruppe des Hiimoglobins mit Fettséuren oder 
wachsartigen Estern anzusprechen ist, und da der in Eisessig 
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lisliche Teil, der von mir als Choleprasin!) bezeichnet worden 
ist, ebenfalls als Abk6mmling der prosthetischen Gruppe des 
Himoglobins aufzufassen ist, der sich noch in enger Verbin- 
dung mit einem aus dem Globin hervorgegangenen Stoffe be- 
findet und daneben ebenfalls einen wachsartigen Ester enthilt.?) 

Aus den alkoholloslichen Teilen konnte namlich durch 
Oxydation mit Chromsadure Hamatinsiure erhalten werden, 
das Choleprasin aber lieferte durch Hydrolyse mit Salzsaure 
Histidin und einen durch Sauren nicht spaltbaren Teil, der bei 
der Oxydation mit Salpetersiiure ebenfalls Hamatinséure ergab. 

Da nun das Globin bedeutende Mengen von Histidin ent- 
hilt und dieses im Choleprasin noch angetroffen wurde, darf 
wohl die Abstammung des letzteren vom ersteren als hdchst 
wahrscheinlich bezeichnet werden. Die Umwandlung des Globins 
diirfte sich aber hauptséchlich auf eine Veriinderung des Tyro- 
sins und des Tryptophans erstrecken, deren Abwesenheit im 
Choleprasin wahrscheinlich gemacht werden konnte, waéhrend 
andere Bausteine des Globins, wie Valin, Leucin, Prolin und 
Cystin, auch im Choleprasin noch enthalten sind, wie einige 
Versuche ergaben, die indessen der Wiederholung bediirfen. 
Vielleicht hingt mit der Umwandlung des Tyrosins und des 
Tryptophans auch das Gefirbtsein des Choleprasins zusammen. 
Da nun nach unseren Beobachtungen*) ein betrachtlicher Teil 
des Bilirubins den Gallensteinen erst nach dem Herauslésen 
des Choleprasins entzogen werden kann, muf die Umwandlung 
des Globins zum Choleprasin noch im Verbande mit der pro- 
sthetischen Gruppe, die gleichzeitig die Umwandlung in Bili- 
rubin erfahrt, erfolgen und die Wirkung des Eisessigs besteht 
danach in erster Linie in einer Spaltung des zunachst vor- 
handenen Umwandlungsproduktes des Hamoglobins. Endlich 
weist der Befund, daB das Choleprasin wachsartige Ester ent- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 47, S. 297 (1906). 

*) Der in allen Lésungsmitteln unlésliche Teil der Gallensteine, 
das sog. Bilihumin, diirfte ebenfalls als ein Derivat der prosthetischen 
Gruppe des Himoglobins anzusprechen sein, das noch mit einem Ab- 
kimmling des Globins verbunden ist. Vergl. diese Zeitschrift, Bd. 91, 
S. 73 (1914). 

’) Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 61—62 (1914). 
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halt auch auf die Art der Umwandlung hin, die das Globin 
erfihrt. Denn wenn es auch noch nicht gelungen ist, die Be- 
standteile dieses Esters mit einem bekannten Alkohol und einer 
bekannten Fettsiure zu identifizieren, so diirfte doch nichts 
wahrscheinlicher sein, als daB beide Stoffe aus Aminosiiuren 
des Globins sich gebildet haben, der Alkohol unter Abspaltung 
von Kohlendioxyd und Ammoniak und Ersatz der Amino- 
durch die Hydroxylgruppe, die Séure unter reduktiver Ab- 
spaltung von Ammoniak, also durch Vorgiinge, die mit der 
Tiatigkeit von Hefen und faulniserregenden Pilzen verkniipft 
sind. Die zu gleicher Zeit stattfindende Umwandlung der 
prosthetischen Gruppe des Haémoglobins ist ganz anderer Art. 
Der nicht hydrolysierbare Anteil des Choleprasins liefert bei 
der Oxydation Hamatinséure, was bisher nicht bekannt war. 
Es handelt sich also, was sein Entstehen betrifft, entweder 
um eine noch nicht vollendete Umwandlung des Himatins in 
Bilirubin oder die Umwandlung ist tiber das Bilirubinstadium 
hinausgegangen. Wahrscheinlicher ist die letztere Erklarung, 
denn die Eigenschaften des erwa&hnten Choleprasinbestandteiles 
weisen auf das Bilinigrin') hin, das durch Oxydation aus Bili- 
rubin erhalten wurde. Da nun das Bilirubin selbst schon als 
ein aus dem Hiimatin durch Oxydation hervorgegangenes Ge- 
bide aufgefait werden mub, darf also zusammenfassend ge- 
sagt werden, dali die Umwandlung des Hamoglobins in der 
Weise erfolgt, dai die prosthetische Gruppe eine Oxydation, 
das Globin dagegen eine Reduktion gleichzeitig erfahrt. Es 
werden auch hier, wie immer bei Vorgingen im Organismus, 
die Elemente des Wassers zur Umgestaltung organischer Stoffe 
herangezogen. 


Experimenteller Teil. 


I. Die in Alkohoi léslichen Teile von Rindergallen- 
steinen. 


Die in der Uberschrift genannten Teile wurden aus den 
Gallensteinen nach der Behandlung mit Ather, heifem Wasser, 





') Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 66 (1914). 
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10°/oiger Essigsiiure und Ather durch erschépfende Extraktion 
mit Alkohol bei Zimmertemperatur erhalten.!) Der nach Ab- 
destillation des Lésungsmittels verbleibende Riickstand wurde 
darauf von neuem in moglichst wenig heifem Alkohol gelést, 
wobei etwas mitgerissene Gallensteinsubstanz zuriickbleibt. 
Aus der heifi filtrierten Losung scheidet sich dann ein Teil 
des Gallenfarbstoffs (A) beim Erkalten ab, ein zweiter (B) 
wird aus den Mutterlaugen durch Ather gefiillt. Aus dem Filtrat 
wird der Ather abdestilliert, die alkoholische Lisung mit 
Petroliither versetzt und durch Zusatz von etwas Wasser die 
Entmischung herbeigefiihrt, worauf in einem Extraktionsapparat 
mit Petrolither erschOpfend ausgezogen wurde. 

So wurde also ein Teil (C) isoliert, der in Petrolather 
nicht léslich ist, wahrend der andere (D) von dem genannten 
Lésungsmittel aufgenommen worden war. 

Teil A konnte durch Ofteres Aufnehmen in _ heifem 
Alkohol getrennt werden, es blieb ein Teil léslich, ein anderer 
und zwar der grOfere, blieb schlieBlich unléslich zuriick. Beide 
gaben die Gmelinsche Reaktion, zeigten aber in der Zu- 
sammensetzung erhebliche Unterschiede : 

Aa. (in Alkohol unldéslich, in Eisessig léslich): 

63,35 °/o C, 6,17 %/o H, 8,54 °%o N. 

Ab. (in Alkohol lislich): 58,84%o C,  6,67% H, —8,84%o N. 

Teil B wurde noch mit Ather extrahiert und seine Lésung 
in Weingeist mit Petroliéther ausgeschiittelt. Nach Abdampfen 
des Alkohols verblieb dann eine fast schwarze amorphe Masse, 
die sich beim Erhitzen aufbliht. Sie wurde nicht niher 
untersucht. 

Teil C hinterblieb nach Verdampfen des Alkohols als 
ein braunes Harz, das sich gut pulvern lief, die Gmelinsche 
Reaktion trat nicht ein, die Pyrrolreaktion erst, als die Sub- 
stanz mit Zinkstaub gemischt erhitzt wurde. Eine zur Orien- 
tierung ausgefiihrte Analyse ergab namentlich einen sehr 
niedrigen Stickstoffgehalt, es wurden gefunden 65,6°/o C, 
9.01°/o H, 3,08°/o N. Doch wurden der Substanz weder durch 


1) Handbuch der bioch. Arbeitsmethoden, Teil II, S. 637. 
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Ather noch bei einer zweiten Extraktion der weingeistigen 
Lésung mit Petrolather gréf%ere Mengen stickstofffreier K6rper 
entzogen, in beiden Fallen hinterlieBen die L6sungsmittel eine 
harzige Masse, welche die Pettenkofersche Reaktion sehr 
deutlich gab. 

Die Hauptmenge verblieb nach Abdunsten des Alkohols 
als braungriin gefirbte, bei etwa 120° schmelzende, in Eisessig 
und in Natronlauge lésliche Masse. 

3,5 g derselben wurden durch Aufstreuen auf 70 ccm 
konz. Schwefelsiéiure unter gelindem Erwiirmen gelést und in 
die unter 0° abgekiihlte LOsung unter Turbinieren die Lésung 
von 4,5 Chromtrioxyd zu 45 cem Wasser allmihlich ein- 
getragen, worauf eine griine LOsung resultierte, in der sich 
ein brauner Korper suspendiert vorfand. Dieser Suspension 
wurden die atherloslichen Teile durch erschépfendes Ausziehen 
in einem Extraktionsapparat entzogen, und aus der atherischen 
Lésung die sauren Teile durch 5°%/oige Sodalésung weg- 
genommen. 

a) Die mit Natriumsulfat getrocknete étherische Lisung 
hinterlieB nach Abdestillation des Athers 0,1 g einer krystalli- 
nischen, sich fettig anfiihlenden Masse, die nun nach Bohrisch 
und Kirschners Methode!) verseift wurde. Der hierbei er- 
haltene Alkohol war in Ather léslich und erschien aus warmem 
Hexan umkrystallisiert in Form blabgelblicher Nadeln. Die 
nach dem Ansiiuern in Ather iibergehende Siiure hinterblieb 
nach Abdestillation des Athers als weiche braune Masse, die 
sich ebenfalls in warmem Hexan liste, aber nur in undeut- 
lichen Formen auskrystallisierte. 

b) Die Sodalésung wurde mit verd. Schwefelsiure an- 
gesduert und dann zundchst mit Petroliither behandelt, der 
eine fettig anzufiihlende Substanz wegnahm und daneben 
Methylathylmaleinsiureanhydrid — nach dem Geruch des 
Riickstand zu schlieBen. Dann entzog Ather einen stechend 
riechenden Sirup, aus dem durch Wasserdampfdestillation eine 
Quecksilberchlorid reduzierende Siéure, also wahrscheinlich 





t) Chem. Zbl., 1910, II, S. 690. 
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Ameisensiure, abgetrennt wurde. Die nicht fliichtigen Anteile 
wurden durch Barytwasser verseift, das in der Hitze aus- 
fallende Baryumsalz durch Salzsaure gelést und die Lésung 
durch Chloroform extrahiert. Der aus Wasser umkrystallisierte 
Riickstand der Chloroformlésung zeigte die Formen der 
Himatinsiiure C,H,0; und den Schmelzpunkt 96° derselben. 


Il. Uber das Choleprasin. 


Nach der Extraktion der Rindergallensteinen mit Ather, 
heiBem Wasser, verdiinnter Essigsiiure, Ather und Alkohol kann 
ein grofer Teil des Bilirubins durch Chloroform weggenommen 
werden. Der Rest wurde von Herrn Reihling in einem Ex- 
traktidnsapparat ersch6pfend mit Eisessig ausgezogen und die 
erhaltene LOsung durch Abdestillation eines Teils des LOsungs- 
mittels unter vermindertem Druck in Wasser eingetragen, dem 
ein wenig Kalilauge zugesetzt war. Hierbei fillt das Chole- 
prasin aus, das nun auf einem Filter gesammelt, ausgewaschen 
und getrocket wird. Zur Reinigung wurde das fein zerriebene 
Choleprasin mit Ather, dann mit Alkohol, schlieBlich mit Chloro- 
form extrahiert. Das letztere Lésungsmittel hinterlaift eine 
griine Masse, die an Essigsiure wieder Choleprasin abgibt, 
wiihrend Bilirubin zuriickbleibt. 


Hydrolyse des Choleprasins. 


67 g des auf die angegebene Weise moglichst gereinigten 
Choleprasins wurden mit 250 g rauchender Salzsiure 7 Stunden 
im kochenden Wasserbade behandelt, die dunkelgefarbte salz- 
saure LOsung abgegossen und der Riickstand noch zweimal in 
gleicher Weise mit Salzséure digeriert. Bei der dritten Be- 
handlung war allem Anschein nach nur noch wenig Substanz 
herausgelist worden, so daB der jetzt verbleibende Riickstand 
auf ein Filter gebracht werden konnte, worauf er griindlich 
nachgewaschen wurde. 

Sein Gewicht betrug nach dem Trocknen 48 g. 

Die salzsaure L6sung wurde zur Sirupkonsistenz ein- 
gedampft, der Sirup in 250 g rauchender Salzséure geldst und 
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diese Liésung jetzt 12 Stunden im Olbade auf 170—180° er- 
hitzt, um die Hydrolyse vollstindig zu machen, was nach 
unseren Erfahrungen bei niedrigerer Temperatur nicht gelingt. 
Nachdem dann durch Verdampfen auf dem Wasserbade unter 
haiufigem Zusatz von Wasser der griéfte Teil der Salzsiiure 
verjagt und von ausgeschiedenen Huminstoffen (4 g) filtriert 
worden war, wurde die Lésung, deren Geruch an Fleischextrakt 
erinnerte, mit Natronlauge anndhernd neutralisiert, dann mit 
Soda schwach alkalisch gemacht und mit Tierkohle erhitzt. 

Mit dem gelbbraun gefarbten Filtrat wurden einige quali- 
tative Proben ausgefiihrt. a) Die Biuretreaktion fiel negativ aus, 
b) NeBlers Reagens erzeugte eine braune Fiallung (Ammoniak), 
c) Sublimat und Sodazusatz verursachte das Entstehen eines 
starken weifen Niederschlags (Ammoniak und Histidin), d) Diazo- 
benzolsulfonsiure ergab eine starke Rotfiirbung (Histidin und 
Tyrosin), e) beim Kochen mit Bleiacetat und Natronlauge trat 
eine schwache Schwefelbleifallung ein (Cystin), f) mit Millons 
Reagens entstand keine Rotfarbung (kein Tyrosin), g) Brom- 
wasser ergab keine Fallung (kein Tryptophan). 

Da die Vorproben die gehegte Vermutung bestitigt hatten, 
daf Histidin unter den Produkten der Hydrolyse des Chole- 
prasins reichlich zu finden sein wurde, wurde die Isolierung 
der genannten Aminosaure nach der Methode von S. Frankel’) 
in Angriff genommen mit dem Erfolg, daB etwa !/2 g des rohen 
Monochlorhydrates erhalten wurden. Zur Reinigung wurde dann 
nach den Angaben von Abderhalden und Einbeck?) ver- 
fahren und nach zweimaliger Umkrystallisation aus 5 fach N-Salz- 
sdure 0,13 g farblose Krystalle des Dichlorhydrats gewonnen. 
Der Schmelzpunkt derselben lag bei 239° (unkor.) gegeniiber 
245° nach den Angaben der Literatur. 


0,1217 g Sbst. (i. V.) gaben 0,1521 g AgCl. 
C,H,O,N, -2 HCl. Ber.: 31,08 %/o C1. 
Gef.: 30,92 >» 





') Sitzb. d. K. Akad. d. W. Wien. Math. naturw. Kl. 112, Abt. 2b, 
Marz 1903. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 62, S. 330 (1909). 
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Der bei der Hydrolyse des Choleprasins ungelést ge- 
bliebene Teil stellte ein schwarzes, auch in Eisessig unlésbares 
Pulver vor. Auf konzentrierte Schwefelsdéure gestreut, stellte 
sich keine Lésung ein, sie trat aber unter Rotfarbung auf Zu- 
satz von Salpetersiure ein, womit also eine Beziehung zum 
Bilihumin oder auch zum Bilinigrin gegeben war. Wie die 
letzteren Stoffe bildet auch der vorliegende K6rper ein un- 
losliches Natriumsalz. 

1 g Substanz wurde mit 20 ccm N-Sodalésung und 100 cem 
Wasser zwei Stunc n geschiittelt, die Losung filtriert und der 
Riickstand mit heifiem Wasser mehrmals ausgelaugt. Nach 
dem Trocknen i. V. blieben 0,95, wovon 0,8580 durch 5°/oige 
Salzsiiure zerlegt wurden. Erhalten wurden 0,1096 g Na,SOQ,, 
was einem Gehalt von 4,13°/o Na entspricht, in Ubereinstimmung 
mit einem beim Bilihuminnatrium gefundenem Wert.!) 

Die Oxydation des Stoffes wurde mit Salpetersiure in der 
Weise bewirkt, dai 5 g des feinen Pulvers auf eine Mischung 
von 30 ccm Salpetersiure (spec. Gew.) 1,375) und 80 ccm 
Wasser verstreut wurden, wozu noch 50 ccm konzentrierte 
Essigsiiure gegeben werden mubten, damit beim Erwarmen auf 
dem Wasserbade (10 Stunden) wenigstens teilweise Lésung ein- 
trat. Das dunkelrotbraune Gemisch wurde dann nach Zugabe 
von 10 ccm verdiinnter Schwefelséure auf dem Wasserbade zur 
Trockne gebracht und der Riickstand, welcher sich mit Wasser 
nicht benetzte, mit Ather extrahiert, dann mit Wasser angerieben, 
vom Unléslichen filtriert und das Filtrat mit Ather ausge- 
schiittelt. Die vereinigten Atherausziige geben an 5°/oige Soda- 
ldsung Substanz ab, doch bildete sich zugleich eine dicke 
Gallerte, die sich erst auf Zusatz von betriachtlichen Mengen 
Wasser loste. 

Die mit Natriumsulfat getrocknete fatherische Lésung 
hinterlie} nach Abdestillation des Lésungsmittels noch gelb- 
gefiirbte, stickstofffreie Nadeln vom Schmelzpunkt 57°. Chole- 
sterin und Koprosterinreaktionen verliefen negativ. Nach der 
Verseifung wurde ein Alkohol in Gestalt fast farbloser Nadeln 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 73 (1914). 
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vom Schmelzpunkt 51,5 erhalten und Sauren, deren in warmem 
Hexan loslicher Teil bei 40° schmolz. 

Die Sodalésung enthielt Oxalséure und Himatinséure, von 
der 0,13 g in den charakteristischen Formen mit dem Schmelz- 
punkt 96,5° isoliert wurden. 


Stuttgart, im April 1915. 











Uber das Hamatoporphyrin. 


IV. Mitteilung. 
Von 
William Kiister und Hugo Bauer. 





(Aus dem Laboratorium fiir organische Chemie der Techn, Hochschule-Stuttgart.) 


(Der Kedaktion zugegangen am 28. April 1915.) 


Die von R. Willstatter!) verdffentlichte Arbeit tiber die 
Bildung der Porphyrine aus Hiimin enthielt verschiedene An- 
gaben, die sich mit den von P. Deihle und W. Kiister?) 
ermittelten Befunden in Widerspruch befanden, auch in bezug 
auf die Bildung der Porphyrine stimmten unsere Ansichten 
in einem wesentlichen Punkt nicht tiberein. 

a) Willst&itter vermutete zunichst, daf der Befund, 
wonach bereits Aceton unter Abspaltung von Wasser auf 
Hiimatoporphyrin eingewirkt habe, darauf zuriickzufitihren sel, 
dafi die Priiparate bei 120° getrocknet worden waren, wobei 
die Wasserabspaltung eingetreten sei. Bei der Wiederholung 
der Versuche, bei denen uns Herr G. Préger unterstiitzte, 
haben sich nun bei der Analyse von Hamatoporphyrinpraparaten 
vor und nach der Behandlung mit Aceton bei Vermeidung des 
Trocknens bei héherer Temperatur einwandfreie Zahlen nicht 
ergeben, zum Teil sprachen sie fiir eine Wasserabspaltung, 
zum Teil dagegen. Dieser Punkt bedarf also noch weiterer 
Bearbeitung. — 

b) Willstatter konnte unsere Angaben tiber den Dime- 
thylither des Haimatoporphyrins insofern nicht bestatigen, als 
er an Stelle unseres amorphen, bei 105° schmelzenden Pra- 
parates ein schin krystallisiertes, unschmelzbares Praparat 





') Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 424 (1913). . 
?) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 51 (1918). 
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gewinnen konnte. Da nun unser Korper sich chemisch durchaus 
wie der erwartete Dimethylather verhielt, also die Léslichkeit 
in Alkalien zeigte, ein Silbersalz gab, das drei Atome Metall 
enthielt und die berechnete Methylzahl daneben aufwies, war 
zu vermuten, dafi unser Praparat noch eine Beimengung ent- 
halten muBte, worauf auch der zu hoch befundene Kohlenstoff- 
gehalt hinwies. In der Tat ist es uns gelungen, durch eine 
nur wenig abgeiinderte Art der Darstellung, d. h. durch Ersatz 
der Salzséure bei der Verseifung des ‘Tetramethylhimato- 
porphyrins durch 10°/oige Bromwasserstoffsiure, den Dimethyl- 
iither prachtig krystallisiert und unschmelzbar zu gewinnen. 
Wir vermuten daher, dafB das von Deihle dargestellte Pra- 
parat durch die bei seiner Gewinnung benutzte Salzsiure 
gelitten hatte, bekommt man doch auch bei der Methylierung 
von Hamatoporphyrin mit Methylalkohol und Salzséure niedrig 
schmelzende Produkte, und ist es wohl mdglich, daf eine 
Beimengung von solchen das Schmelzen des ganzen Priiparats 
vorgetiuscht hat. Deihle und Kiister hatten den Moment als 
Schmelzpunkt angegeben, bei dem ein Zuriickweichen der 
dunkeln Substanz vom Capillarrohr und ein ZerflieBen der 
dfuBeren Schicht zu beobachten war. 

c) Was die Bildung des Haématoporphyrins betrifft, so 
vertrat Willstatter die Ansicht, dafi sie nur médglich ist, 
wenn zu gleicher Zeit das Eisen des Hamins abgelést wird, 
und so gab Willstitter ein von der Formulierung Kiisters 
abweichendes Bild, das seiner Auffassung entsprechend in 
zwei Pyrrolkomplexen eine Brtickenbindung vom Kohlenstoff 
zum Stickstoff gehend durch eine Gruppe HC—=CH— aufweist, 
so da& die Addition von Bromwasserstoff, die der Hiéimato- 
porphyrinbildung vorangeht, die Loslésung dieser Gruppe vom 
Stickstoff bewirkt und hierdurch die Lockerung des Eisens 
einleitet. Hand in Hand mit dieser Aufspaltung sollte bei der 
einen der beiden nunmehr vorliegenden Seitenketten eine Re- 
duktion eintreten, die durch Oxydation an anderer Stelle des 
Molekiils ihren Ausgleich findet. Und erst durch die letztere 
kommen die basischen Eigenschaften des Hamatoporphyrins 
zustande. 
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W. Kiister hatte nun bereits in einer kurzen Abhand- 
lung ') darauf hingewiesen, daB diese intramolekulare Reduktion 
und Oxydation unwahrscheinlich sei, weil sie sich auch bei 
der Bildung des Mesoporphyrins, als vollstindigem Analogon 
des Hiimatoporphyrins, vollziehen muf und in der Tat auch 
von Willstatter angenommen wird, obgleich diese Bildung 
unter der Einwirkung von Eisessigjodwasserstoff erfolgt. Er 
hatte ferner darauf aufmerksam gemacht, daf die Festigkeit 
der Bindung des Eisens nicht in Zusammenhang mit der 
Briickenbindung gebracht werden kénne, wie es Willstatter 
tat, weil das Mesohimin das Eisen an Salzsiure noch schwie- 
riger abgibt wie das Hiéimin, trotzdem im Mesohamin nach 
Willstatters Formulierung die Briickenbindung garnicht mehr 
vorhanden ist. 

Willstatter hat sich aber durch diesen Einwand nicht 
bekehren lassen, wie der Vortrag zeigt, den er vor der 
deutschen chemischen Gesellschaft gehalten hat.?) Wir miissen 
also noch einmal auf das Thema zuriickkommen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 377 (1913). 

*) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 47, S, 2831 (1914). Wenn Willstatter 
hier S. 2861 sagt: «Hinsichtlich der Art, in der man die Pyrrolkerne ver- 
kniipft denken kann, begegnet man wohl in der Literatur tiber Hamin 
einigen Vorstellungen, nimlich bei W. Kiister und bei O. Piloty, aber 
die Frage ist dadurch nicht gelist worden,» so wird der Eindruck hervor- 
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Die Formulierung des Hamins durch Willstatter weicht 
yon der Kiisters dadurch ab, daB hier die basischen Eigen- 
schaften bereits im Himin vorgebildet sind, aber erst nach 
Entfernung des Eisens hervortreten kénnen,!) wiihrend bei 
Willstatter die erwaéhnte komplizierte Umlagerung erst 
eintreten mu. Die einfachste Erklarung fiir einen chemischen 
Vorgang ist meines Erachtens aber die bessere. Zudem scheint 
es Willstaétter aber gelungen zu sein, den bisher vergeb- 
lich?) angestrebten experimentellen Beweis dafiir zu erbringen, 
daB das Héimin in der Tat mit Séuren Salze bilden kann, 
d. h. daB die basischen Eigenschaften in ihm vorgebildet sind. 
Wenigstens spricht die Mdglichkeit, aus seinem Dihydrobromid 
des Himins durch Erhitzen wieder Hiimin, wenn auch schwach 
veriindert, zuriick erhalten zu kénnen, fiir eine einfache An- 
lagerung der beiden Bromwasserstoffmolekiile an  basische 
Stellen. Vielleicht ist auch das Trihydrobromid des Hamins 
weiter nichts als ein Salz, was dann auf das Vorhandensein 
von 3 Pyrrolenkomplexen hinweisen wiirde, wie sie die Formel 
von W. Kiister aufweist. 

Wir haben nun ferner bei der Darstellung des Dimethyl- 
aithers des Himatoporphyrins und bei der Oxydation des 
letzteren zwei Stoffe erhalten, die unsere Bedenken gegen die 
Formulierung durch Willstatter zu verstirken geeignet sind. 


gerufen, als ob mein Bild fiir das Himin der Konstitution desselben 
gerade so wenig gerecht geworden wire, wie das von Piloty. 

Dieser Ausspruch Willstatters steht aber in einem grofen 
Gegensatz zu einem andern in dieser Zeitschrift gedruckten Satz (Bd. 87, 
S. 428), wonach mein Bild dem Verlauf der Oxydation und Reduktion 
Rechnung tragt und zu der Formulierung des Himins durch Willstitter 
selbst, der die Pyrrolkerne samt ihren B-Substituenten so in sein Bild 
aufgenommen hat, wie ich es vor ihm getan habe, abgesehen von der 
<«Briickenbindung», die wenig begriindet ist, wie ich dargetan zu haben 
glaube. Auch unterscheidet sich mein Bild, was die Verkniipfung der 
Pyrrolkerne betrifft, so sehr von dem Bilde Pilotys, da& ich die Zu- 
sammenstellung, wie sie Willstatter geiibt hat, fiir unzulassig er- 
klaren muf. W. Kister. 

*) Man vergleiche meine Ausfiihrungen in dieser Zeitschrift, Bd. 82, 
S. 113 (1912) und Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 45, S. 1935 (1912). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 82, S. 119, Anm. 3 (1912). 
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Bei der Darstellung des Hamatoporphvrindimethylathers 
wurde nimlich ein eisenhaltiges Zwischenprodukt allerdings 
in geringer Menge isoliert, das bei der Analyse Werte gab, 
die kaum einen Zweifel dariiber lassen, daf die Addition von 
Bromwasserstoff an das Haémin ohne Abspaltung von Eisen 
erfolgen kann. Auch ist es gelungen aus dem Dimethyl(brom)- 
himin durch Einwirkung von Salzséure das Eisen vollstiandig 
zu entfernen, wobei nur Spuren von Haématoporphyrin ge- 
bildet wurden. Das eisenfreie Produkt krystallisierte in Pseudo- 
morphosen nach dem verwendeten Haémin, und wenn auch 
die sauren Eigenschaften des Hamins verschwunden waren, 
so waren doch auch keine Anzeichen dafiir vorhanden, dag 
eine Porphvrinbildung mit der Herausnahme des Eisens Hand 
in Hand gegangen wire. 

Bei der Oxydation des Hamatoporphyrindimethylathers 
erhielten wir neben fast zwei Molekeln Himatinséiure pro Mo- 
lekel des Athers ein methoxyliertes Imid, vorerst allerdings 
in geringer Ausbeute, d. h. also eine Molekel pro Molekel des 
Athers. Dieser Befund, den wir natiirlich zu verfolgen ge- 
denken, wiirde erst dann gegen die Formulierung Willstatters 
sprechen, wenn es gelinge, die Ausbeuten zu verbessern,') 
denn das Entstehen von einem Molekiil eines solchen Imids 
sieht auch Willstatters Formulierung vor, wobei Voraus- 
setzung ist, dab es sich um ein Methyl w-Methoxyathylmalein- 
imid hande!t, was wir durch die Synthese desselben zu er- 
fahren hoffen. Handelt es sich um das isomere Produkt 

an/ 2 CH—CH, 


\CO—08-~O8-—~C,, 


OCH, 
so ware die Formulierung Willstatters definitiv widerlegt. 
g 





1) Das bisher eriibrigte Resultat spricht natiirlich auch nicht gegen 
meine Formulierung des Haimins, denn bei der Oxydation des Mesopor- 
phyrins wurde neben einem Molekiil Methylathylmaleinimid auch nur 
ein Molekiil Hamatinséure erhalten, waihrend zwei entstehen miissen in 
Analogie mit den Erfahrungen beim Hamin und Hiaimatoporphyrin. Wenn 
aus beiden Hamatinhalften wohlcharakterisierte Stoffe entstehen, scheint 
also die Oxydation leider weniger glatt zu verlaufen. Kiister. 
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Die Briickenbindung steht natiirlich auch mit der Auf- 
fassung von W. Kiister in Widerspruch, wonach das Hamin 
in seinem organischen Teil ein Abkémmling des Chlorophylls 
ist. Die eine Komponente des letzteren ist ja eine vierbasische 
Siure und die Carboxyle sind hichst wahrscheinlich als Propion- 
siurereste vorhanden. Spalten zwei davon Ameisensiure ab, 
so wire das Auftreten zweier «Vinyle» die Folge, wie sie das 
Bild Kiisters fiir das Haimin aufweist. Im Bilirubin k6énnte 
dagegen durch eine weitere Veranderung die Briickenbindung 
sehr wohl zustande gekommen sein, wofiir vieles spricht.') 
Hier sei darauf hingewiesen, da8® durch die Briickenbindung 
ein «Pyridinring» entsteht, dessen Vorhandensein dann die 
Leichtveranderlichkeit des Bilirubins erklaéren wiirde. 

Die tibrigen Abweichungen in der Formulierung des Hamins 
durch R. Willstatter von dem durch W. Kiister gegebenen 
Bilde beziehen sich auf die Art der Verbindung der vier Pyrrol- 
komplexe. Sind hier vier Methine die Bindeglieder, so erscheint 
dort nur ein Paar von Kohlenstoffatomen, wie es die folgen- 
den Schemate versinnbildlichen : 


H 
C 
Py< ~Py . 
J \ y, y Py. y: y 
HC HC. Je xe 
Py VA Spy Py Py 
r J 
H 


wozu noch bemerkt sei, daf die empirische Formel des Hamins 
nur 33 Kohlenstoffatome enthilt, gegeniiber den bisher an- 
genommenen 34.?) 

Mit der Auffassung Willstatters steht aber zuniichst 
die Angabe von Piloty’) nicht gut im Einklang, wonach bei 
der Reduktion des Haimatoporphyrins durch Natriumamalgam 
zu seiner Leukoverbindung *) wahrscheinlich 8, sicher 6 Atome 


) Vergl. die Abhandlung auf S. 142 dieses Bandes. 

*) Vergl. die Anmerkung S. 139 dieses Bandes. 

*) Liebigs Annalen der Chemie, Bd. 377, S. 356 (1910). 
*) H. Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 9 (1913). 
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Wasserstoff verbraucht werden; da nimlich das genannte 
Reduktionsmittel die in Willstitters Formel vorhandene 
Oxyiithylengruppe nicht angreifen diirfte, wiirden sich 2, héch- 
stens 4 Wasserstoffatome als ausreichend erweisen, um den 
genannten Zweck zu erreichen. Und sollte bei der Reduktion 
des Himins oder des Mesoporphyrins zum Porphyrinogen 
H. Fischers!) durch Eisessigjodwasserstoff wirklich erst die 
S. 173 erwahnte intramolekulare Umwandlung einsetzen, um 
dann durch das gleiche Mittel wieder aufgehoben zu werden? 
Das erscheint mir wenig wahrscheinlich, wenn auch die von 
H. Fischer ermittelte empirische Formel des Porphyrinogens 
C.,H,,.0,N,, wonach bei der Reduktion des Hamins 8, bei der 
des Mesoporphyrins 4 Atome Wasserstoff aufgenommen werden, 
mit der Formel Willstitters vereinbar ist. Auch die Identitiit 
von Zaleskis?) hydrogenisiertem Hiémin, das durch Einfiihrung 
von Eisen in das Mesoporphyrin entsteht, mit dem Mesohémin, 
das durch Reduktion des Haimins mit Hilfe von Kaliumiéthylat 
dargestellt werden kann,*) lat sich an der Hand von Will- 
stitters Formulierung erkliren, aber nur dann, wenn mit 
einer bestimmten Voraussetzung gerechnet wird, die der Willkiir 
nicht entbehrt. Zuniichst muB bedingungslos zugegeben werden, 
daf die Einwirkung von Kaliummethylat bei hoher Temperatur 
die Umwandlung im Molekiil mit sich bringen kann, welche 
zu einem Mesohimin fiihrt, wie es dem Bilde Willstatters 
entspricht, d. h. Reduktion an der einen Stelle, Oxydation an 
einer andern. Die letztere betrifft nun die beiden Wasserstoffe, 
welche an den Stickstoffatomen der Pyrrolkomplexe 1 und 2 
nach erfolgter Sprengung der Briickenbindung haften. Nur 
unter dieser willkiirlichen Annahme fihrt die Methode von 
Zaleski aber zu einem mit dem Mesohamin identischen hydro- 
genisiertem Hiimin, denn bei ihr kann es sich nur um einen 


‘) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. 46, S.511 und Diese Zeitschrift, Bd. 84, 


S. 262 (1913). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 11 (1904). 

3) H. Fischer und H. Rose, Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 15 (1913). 
R. Willstatter, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 489 (1913) hat das Meso- 
himin durch Einwirkung konz. methylalkoholischer Kalilauge auf in 


Pyridin geléstes Himin bei 200° hergestellt. 
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Ersatz von am Stickstoff haftenden Wasserstoffatomen durch 
Eisen handeln.!) Es ist aber m. E. kein Grund vorhanden 
dafiir, daf die erwahnte Oxydation nicht an den Pyrrolkom- 
plexen 1 und 3 oder 2 und 4 eintreten kinnte, wenn man 
nicht gerade die Identitét von Mesohéimin und hydrogenisierten 
Hiimin als Grund anzufihren sich entschlieSt, was _natiirlich 
ganz logisch gedacht ist, aber der Natur Gewalt antun heift. 
Und diese Fesseln, die wir der Natur anlegen, sind unsere 
Striche und Doppelbindungen zwischen den Atomen, sind Aus- 
driicke wie Haupt- und Nebenvalenzen! 

Denn die einzige Folge, welche die voraussetzungslose 
Annahme hitte, dali die Wanderung von Wasserstoffatomen 
beliebiger Pyrrolkomplexe, z. B. 3 und 4 zu der Seitenkette 
des Komplexes 1 erfolge, wire die, dafi wir dann einen fast 
mathematisch sicher aussehenden Beweis dafiir in Handen 
hitten, dafB Haupt- und Nebenvalenzen nicht voneinander ver- 
schieden sind, was durch das folgende Schema ausgedriickt 


werden kann: 


% J Ny 
Fe = Fe 
f™ , 
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Lassen wir nun beim Hémin die Haupt- und Neben- 
valenzen fallen, so bleibt die Vorstellung iibrig, da’ das Eisen 
gleichartig mit allen vier Stickstoffatomen der vier Pyrrol- 
komplexe verbunden ist, was méglich ist, wenn abwechselnd 
je zwei davon basische Eigenschaften haben. Wahrscheinlich 
stehen aber auch die zentralen Kohlenstoffatome?) mit dem 
Eisen in Beziehung, denn es ist wohl die natiirlichste Annahme 


1) Der Umstand, dafs das in der Ferroform eingefiihrte Metall im 
Mesohimin selbst dreiwertig ist, laft allerdings an eine gleichzeitig statt- 
findende Reduktion des organischen Teils denken. 


*) Ob diese Gruppe eck im Hamin vorhanden ist oder nicht, 


wird davon abhingen, ob es gelingt, bei der Reduktion a-Athyl sub- 
stituierte Himopyrrole oder Himopyrrolcarbonséuren zu gewinnen. Ver- 
gieiche O. Piloty, Liebigs Annalen, Bd. 406, S. 346 (1914). 
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die, dali die ein Molekil bildenden Atome miteinander in Be- 
ziehung treten kénnen, und jedenfalls beeinfluBt das Eisen im 
Himin das Gesamtverhalten derartig, daB wir die Gesamt- 
konfiguration als vom Eisen abhangig auch bildlich zum Aus- 
druck bringen sollten. 


Experimenteller Teil. 


Bei der Herstellung des Tetramethylhimatoporphyrins 
und des Dimethylathers des Haimatoporphyrins nach der Me- 
thode, welche Kiister und Deihle!) angewandt hatten, war 
ein in Ather lésliches, aus dieser Lésung aber nicht in Salz- 
siiure tibergehendes Produkt erhalten worden, das sich als 
eisenhaltig erwies und allem Anschein nach ein Zwischen- 
produkt vorstellte, das aus dem Himin lediglich durch An- 
lagerung von Bromwasserstoff und Ersatz des Broms durch 
Methoxyl hervorgegangen war. Die Reindarstellung gelang 
aber nicht und zwar anscheinend aus dem Grunde, da unser 
Stoff sowohl Brom wie Chlor am Eisen enthielt, war doch 
vom a(Chlor)himin ausgegangen worden, das dann mit Brom- 
wasserstoffeisessig und schlieBlich wieder mit Salzséure be- 
handelt worden war und hatten dann weitere Versuche?) er- 
geben, daf} die Halogene sehr leicht gegeneinander ausgetauscht 
werden kénnen. Da nun der erwartete K6rper fiir den Che- 
mismus der Hiimatoporphyrinbildung von entscheidender Be- 
deutung war*) und ein noch von der ersten Darstellung iibriger 
sehr kleiner Rest eines Praparates, das aus dtherischer L6sung 
nicht in Salzsiiure tiberging, in prachtige, himinéhnliche Kry- 
stalle itibergefiihrt werden konnte,*) beschlossen wir die Wieder- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 51 (1913). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 115 (1914). 

3) Vergl. die Kinleitung. 

‘) Das Priiparat konnte der atherischen Lésung durch Kalium- 
carbonat entzogen werden; aus dieser Lésung wurde es durch ver- 
diinnte Schwefelsiiure gefillt, ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Bei 100° verlor es dann 1,5°/o an Gewicht. Die Analyse stimmte fast 
auf ein Anlagerungsprodukt von zwei Molekeln Methylalkohol an Hamin 
mit Ausnahme des Chlorgehalts, das also durch die Behandlung mit 
Kaliumearbonat nicht oder nur zu einem Teil herausgenommen worden 
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holung der Versuche unter zweckentsprechender Vermeidung 
chlorhaltiger Stoffe. 

5 g umkrystallisiertes Acet(brom)himin wurden in Por- 
tionen von je 0,5 g in 75 ccm Kisessigbromwasserstoff (spez. 
Gew. 1,41)!) eingetragen und das Gefifs — eine weithalsige 
Stipselflasche — nach jedem Eintragen bis zur Lésung ge- 
schiittelt. Der Inhalt von drei solcher Flaschen wurde dann 
in einen Fraktionskolben von ca. 2.1 Inhalt tiberfiihrt und 
unter vermindertem Druck aus dem Wasserbade abdestilliert, 
wobei ein starkes Stoben kaum zu vermeiden war. Der Riick- 
stand wurde dann in 100 ccm Methylalkohol-Kahlbaum unter 
Erwiarmen geldst und die LOsung nach dreistiindigem Stehen 
in ein Becherglas filtriert, wobei zum Nachspiilen noch 20 ccm 
Methylalkohol verwendet wurden. Ein Riickstand hinterblieb 
nicht. Das Filtrat wird jetzt mit einer Auflésung von 4 g 
Kaliumhydroxyd in 25 ccm Methylalkohol versetzt und nach 
einiger Zeit der aus Ferrihydroxyd und Kaliumbromid be- 
stehende Niederschlag abfiltriert. Das Filtrat wird im Scheide- 
trichter mit ca. 3/4] Ather versetzt und solange gewaschen 
bis eine Probe der wisserigen Lésung eine Keaktion auf Eisen 
nicht mehr gibt. Jetzt zieht man die datherische Losung so- 
lange mit 10°/oiger Bromwasserstoffsdure aus, bis letztere 
sich kaum noch anfarbt, wozu etwa 500 cem der Siiure in 
Portionen von 50 ccm gebraucht werden. Im Ather verbleibt 
das gesuchte eisenhaltige Zwischenprodukt, das dem L6ésungs- 
mittel eine braunrote Farbe verleiht (siehe Seite 185). Die wie 
angegeben erhaltene Loésung des bromwasserstoffsauren Tetra- 
methylhamatoporphyrins blieb, um die Verseifung der Ester- 
methyle zu erreichen, 4 Tage bei Zimmertemperatur stehen, 


war. Der noch vorhandene Rest léste sich in Methylalkohol, worauf auf 
Zusatz von Salzsiiure allméhlich eine Fallung eintrat, die in prachtvollen 
Nadeln krystallisierte. 
0,1355 g Sbst. (100°): 0,2968 CO,, 0,0744 H,O und 0,0160 Fe,O,. 
0,0290 g Sbst. (100°): 0,0040 AgCl (Carius). 
0,1375 g Sbst. (100°): 0,0986 AgJ (Zeisel). 
C,,H,,O,N,FeCl. Ber.: 60,38°o C, 5,59°/o H, 7,83°%o Fe, 4,9°/o Cl, 4,2 °/o CHg. 
Gef.: 59,75 » 6,1 » 8,27 >» 3.4 » 4,57 » 
2) Willstatter, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 460 (1913). 
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worauf sie durch Natronlauge annihernd neutralisiert und dann 
durch Natriumacetatlisung gefallt wurde. Es wurde nunmehr 
versucht, die Fillung direkt in groBe Mengen von Ather iiber- 
zufiihren, doch léste sie sich nur zum Teil auf, so daB zwischen 
der iitherischen und der wasserigen LOsung eine Mittelschicht 
entstand. Sie wurde getrennt behandelt, da mit der Méglichkeit 
zu rechnen war, dai sich zwei verschiedene Produkte ge- 
bildet hatten, namentlich im Hinblick auf die von Will- 
statter vertretene und auch von H. Fischer geauferte An- 
sicht, wonach im Hématoporphyrin nur 33 Kohlenstoffatome 
vorhanden sein sollen. War es doch nicht ausgeschlossen, 
dafi sich das Hamin schlieBblich als ein Gemisch eines Koérpers 
mit 33 und eines solchen mit 34 Kohlenstoffatomen ent- 
puppen kénnte. Ich will aber gleich hinzufiigen, daB sich un- 
sere Hoffnung, den Streit um die empirische Zusammensetzung 
des Hiimins in dieser beide Teile befriedigenden Weise zu 
erledigen, nicht erfiillt hat, denn wenn auch einige Anhalts- 
punkte, z. B. das Auftreten verschiedener Krystallformen und 
selbst einige Analysen, zuniichst fiir die Verschiedenheit der 
Priiparate sprechen, so kann doch die Gesamtheit der Ana- 
lysen nur dahin gedeutet werden, daf ein fiir 34 Kohlenstoff- 
atome zu niedrig befundener Wert auf die Schwerverbrenn- 
lichkeit der Hamatoporphyrine zurtickgefiihrt werden mub. 
Die, wie beschrieben, erhaltene atherische Losung (ca. 1 1) 
wurde mit Natriumsulfat getrocknet und dann etwas mehr als 
die Hiilfte des Lésungsmittels abdestilliert. Nach 15stiindigem 
Stehen hatte sich das Haématoporphyrinderivat in dunkelrot- 
violetten Krystallen abgeschieden, die unter dem Mikroskop 
betrachtet die Form der Teichmannschen Krystalle besafen. 
Sie wurden abgesaugt und im Vakuum getrocknet. Einen 
Schmelzpunkt besaBen sie nicht. Aus den Eigenschaften und 
der Bestimmung des Methoxyls ging zweifellos hervor, daf der 
gesuchte Dimethylither des Haimatoporphyrins vorlag. 
0.0875 g Sbst. gaben 0,0640 AgJ (Zeisel) = 4,73°%o CH,, ber. 4,79 °/o. 
In Sodalésung und in verdiinntem Ammoniak war die 
Substanz glatt léslich. Ihrer atherischen Lésung l&ft sie sich 
durch 2°/oige Salzsiure vollstiindig entziehen, wahrend sie 
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aus derselben Lésung durch 0,25°/oige Salzsiure nicht weg- 
genommen wird. ') 

Der Versuch wurde in der Weise ausgefiihrt, dab 5 cem 
einer gesiittigten methylalkoholischen Lisung mit 25 ecm Ather 
gemischt wurden, worauf der Methylalkohol durch dreimaliges 
Ausschiitteln mit je 10 cem Wasser entfernt wurde. Schiittelt 
man jetzt mit 0,25°/oiger Salzsdéure, so nimmt letztere kaum 
Spuren des Farbstoffs auf, wihrend 2°/oige die itherische 
Lésung vollkommen entfarbt. 

Die Analysen der aus der atherischen Losung ausgefallenen 
Krystalle gab zuniichst kein befriedigendes Resultat:(I), ein 
solehes wurde aber erhalten, als die Substanz mit Hilfe von 
Methylalkohol umkrystallisiert worden war, in dem sie sich 
beim schwachen Erwirmen lost, um dann nach einiger Zeit 
in Form von feinen Nadeln wieder auszufallen (II). 

Ganz das gleiche Verhalten zeigte auch der zunichst 
nicht in Ather iibergegangene Anteil, der, wie erwiihnt, in der 
Mittelschicht verblieben war und durch Filtration der wisserigen 
Losung abgetrennt werden konnte. Er erschien amorph, hatte 
keinen Schmelzpunkt und erwies sich durch die Methoxyl- 
bestimmung wie durch die Analyse (III) als Dimethylather des 
Hamatoporphyrins. 

0,0945 Sbst. (i. V.) gaben 0,067 AgJ (Zeisel) = 4,55°/o CH,, ber. 4,79 °/o. 

Durch Behandeln mit Methylalkohol konnte er in die 
gleichen feinen Nadeln iibergefiihrt werden, die am ersten 
Priiparat beobachtet worden waren. 


Analysen. 


I. 0,1416 g Sbst. bei 55° getrocknet, wobei ein Gewichtsverlust 
von 1,66°/o dem Vakuum gegeniiber eingetreten war, gaben 0,3515 g CO, 
und 0,0855 H,0. 

II. 0,1260 g Sbst. bei 60° getr. (Verlust hierbei 0,4°/o): 0,3182 CO, - 
0,0779 H,O. 

III. 0,1484 g Sbst. bei 55° getr. (Verlust hierbei 1,6°/0): 0,3750 CO, - 
0,0894 H,0. 





1) Willstatters Angaben, Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 474, ent- 
sprechend. 
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CygH,,0,N, Ber.: 69,0°%o C, 6,7 %o H. 
: I. Gef.: 67,96 » 6,71 >» 
Il. » 68,88 » 6,87 » 
Hl. » 68,92 » 6,7» 

Der Dimethylither des Himatoporphyrins bindet im Gegen- 
satz zum Hamatoporphyrin nur zwei Molekiile Ammoniak in 
wiisseriger Losung. 

0,1905 g Substanz wurden in 25 ccm #/10 n-NH, gelést und 
durch die Lésung ein Luftstrom in 25 cem !/10 n-HCl geleitet, 
bis eine Aufnahme von Ammoniak nicht mehr festzustellen war, 
was in etwa 7 Stunden erreicht war. Zum Zuriicktitrieren waren 
5,5 eem '/10 n-Alkali notig. 

Cy¢H,,0.N,-2 NH,. Ber. 2 NH,: 6,08 ccm. Gef.: 5,5 ccm. 

Das aus dem Ammoniumsalz dargestellte Silbersalz ent- 
hielt aber drei Atome Metall. 

0,2135 g Substanz gaben nach der Veraschung und Losen 
der Asche in Salpeterséiure 0,0980 g AgCl. 

CygHggAgs0,N,. Ber.: Ag 34,21 %o. Gef. 34,5 °/o. 


Einwirkung von Diazomethan auf den Himatopor- 
phyrindimethyliather. 


Bei dem Versuch, Bilirubin mit Hilfe von Diazomethan 
zu verestern, hatte sich gezeigt, daB der Zweck zwar erreicht 
wird, daneben aber eine Anlagerung von Diazomethan statt- 
findet. Es war daher von Wichtigkeit festzustellen, ob sich 
beim Hiimin und seinen Derivaten eine ahnliche Reaktion voll- 
zieht. Die Versuche haben nun gezeigt, daB dies nicht der 
Fall ist, wodurch ein weiterer wesentlicher Unterschied in 
der Konstitution dieser Farbstoffe dem Bilirubin gegeniiber 
angezeigt wird. Wihrend aber die Veresterung des Hamins 
durch Diazomethan auf Schwierigkeiten st6{t, wortiber nach 
Abschluf8 der Versuchsreihen berichtet werden wird, vollzieht 
sich die Veresterung des Dimethylithers des Hiimatoporphyrins 
fiuBerst rasch und glatt und fiihrt zu dem bereits bekannten 
Tetramethylhaimatoporphyrin, und zwar wurde ein und dasselbe 
Produkt aus dem krystallisierten sowohl wie aus dem zunachst 
amorph abgeschiedenen Dimethylather erhalten. 
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1 g Hamatoporphyrindimethylaéther wurde in 30 ccm 
Chloroform suspendiert und hierzu die iitherische Lésung von 
aus 2 g Nitrosomethylurethan entwickelten Diazomethan ge- 
leitet, wobei unter gelinder Erwirmung und deutlicher Gas- 
entwicklung vollstaéndige Lésung eintritt. Die Mischung wurde 
dann zwei Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen, worauf 
die Losungsmittel im Vakuum abgedampft wurden. Der Riick- 
stand lief sich aus warmem Methylalkohol umkrystallisieren 
und wies alle dem Tetramethylhamatoporphyrin zukommenden 
Eigenschaften auf. Was den Schmelzpunkt betvrifft, so wurde 
er je nach Art des Erhitzens etwas verschieden beobachtet. 
Meist wurde er bei 158° liegend und nicht ganz scharf ein- 
tretend beobachtet. Willstiatter gibt fiir sein Priiparat 163° an. 

Priparat | aus dem amorphen Dimethylither hergestellt. 

1. 0,2291 g Shbst. bei 55° getr., keine Abnahme gegeniiber dem 
Vakuum, gaben 0,5723 g CO, und 0,1423 g H,0O. 

2. 0,1717 g Sbst. (bei 55° 0,3°/o Abnahme) gaben 0,4427 g CO, 
und 0,1095 H,0. 

Praparat If aus dem krystallisierten Dimethylather hergestellt. 

1. 0,1701 g Sbst., bei 90° getr., wobei keine Abnahme, gaben 
0,4270 CO, und 0,1015 H,0. 

2. 0,1948 g Sbst., bei 90° getr., wobei 1°/o Abnahme, gaben 
0,4985 CO, und 0,1240 H,0. 

0,1169 g Sbst. gaben 0,1650 AgJ (Zeisel). 

0,1315 g Sbst. gaben 10,5 ccm N bei 11° und 722 mm B. 
C,,H,,O,N,. Ber.: 69,72°/o C, 7,04%0 H, 8,56°%o N, 9,2°%/o CH. 

I. Gef.: 68,13 » 6,90 » si — 


70,32 » 7) 5 — = 
Il. > 68,46 >» 6,61» _ ot 
69,79» 7,08» 9,00°/o N, 9,2% CHsg. 


Der Dimethylester des Dimethoxyhimins, also das 
bei der Herstellung des Hamatoporphyrindimethylathers aus 
dem Hiamin nur durch Anlagerung von Bromwasserstoff und 
Ersatz der Bromatome durch Methoxyl unter: gleichzeitiger 
Veresterung, ohne Abspaltung von Eisen hervorgegangene Pro- 
dukt, bleibt, wie S. 181 beschrieben worden ist, im Ather gelést 
zuriick und erteilt diesem braunrote Farbe. Zur Isolierung 
wurde die iitherische L6sung gewaschen und getrocknet, und 
dann das Lésungsmittel abdestilliert. Bei Verwendung von 
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15 g (Brom)himin hinterblieben 0,8 g eines undeutlich kry- 
stallinen Riickstands, der von 5°/oiger Sodalésung in der Hitze 
nur ganz schwach angegriffen wurde. 

Eine Probe gab an 1°/oige wisserige Natronlauge keine 
Substanz ab, sie liste sich in Ather mit braungelber Farbe, 
wurde dann die atherische Lésung mit 12°/oiger Salzsiéure 
geschiittelt, so trat ein Umschlag der Farbe in braunrot ein. 

0,1149 g Sbst i. V. und bei 90° getr., wobei keine Abnahme ein- 
trat, gaben: 

0,2431 g CO,, 0,0578 H,O und 0,0121 g Fe,O, (Asche). 

0,1662 g Sbst. gaben 0,0485 g AgBr (Carius). 

0,0965 g Sbst. gaben 0,1115 g AgJ (Zeisel). 

C,3H,,0,N,FeBr: 
Ber.: 57,87%0 C, 5,58%o H, 7,11°%o Fe, 10,15%oBr, 7,62°%o CHg. 
Gef.: 57,70 » 5,59» 7,37 >» 12,4 » 7,37 » 

Zur Kontrolle der Halogenbestimmung wurde der Farb- 
stoff verseift, was durch wisserige Natronlauge nicht gelang, 
wohl aber beim Erwiérmen mit methylalkoholischer Lauge. Die 
durch Essigsiure wieder gefallte Substanz gab dann an alkoho- 
lisches Alkali kein Halogen mehr ab, léste sich nur schwer 
in Methylalkohol, sofort auf Zusatz eines Tropfens Schwefel- 
siure und wurde dann durch Salzsiure wieder gefallt, wobei 
wieder Veresterung eintrat, da der nunmehr erhaltene Korper 
aus iitherischer Lisung nicht mehr in Kaliumcarbonatlésung 
uberging. 

Der Riickstand der iitherischen Lésung_ krystallisierte 
nur undeutlich, er enthielt 5,19°/o Chlor (0,0700 g Substanz: 
0,0147 g AgCl [Carius)). 

C,H,,0,N,FeCl. Ber.: 4,75 °/o Cl. 


Uber die Oxydation des Himatoporphyrindimethyl- 
athers. 

Wenn die Addition von Bromwasserstoff bei der Uber- 
fiihrung des Himins in Hiimatoporphyrin an Vinylen erfolgt, 
war zu erwarten, dafi der Dimethylither des Himatoporphyrins, 
der sich unter Ersatz der Bromatome durch Methoxyle bildet, 
bei der Oxydation nicht nur Hiimatinsiure geben wiirde, son- 
dern auch das Imid einer Methylathylmaleinsdure, die in der 
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Athylgruppe ein Methoxyl enthielt, getreu nach dem Bild, das 
W. Kiister vom Hiémin entworfen hat. Dali der Versuch den 
gehegten Erwartungen entsprochen hat, mége aus der folgenden 
Beschreibung erhellen, welche die einzigen bisher in der an- 
gegebenen Hichtung ausgeftihrten Versuche enthiilt. Zu einer 
Aufl6sung von 5 g Hamatoporphyrindimethylather in 400 ccm 
20°/oiger Schwefelsiiure wurde zunichst die Losung von 8 g 
Chromtrioxyd hinzugegeben, welche Menge 15 Atome Sauer- 
stoff auf die Molekel des Athers berechnet, gleichkommt. Es 
entstand hierbei eine dunkelrote Abscheidung, wahrscheinlich 
ein Chromat, die bei Zimmertemperatur nicht verschwand; 
dies trat aber sofort bei gelindem Erwiérmen auf dem Wasser- 
bade ein, wobei sich eine gelinde Kohlensiureentwicklung 
zeigte, und nach kurzer Zeit ergab eine Probe, daf} Chrom- 
siiure nicht mehr vorhanden war. Es wurde nun _ solange 
Chromtrioxyd in Portionen von 0,5 g zugegeben bis nach 
schwachem Erwiirmen ein kleiner Uberschu8 von Chromsiure 
nachgewiesen werden konnte, was nach Verbrauch von 3 ¢ 
Chromtrioxyd eintrat. Im ganzen waren somit 21 Atome Sauer- 
stoff pro Molekel des Athers verbraucht worden, also genau 
ebensoviel wie zur vollstindigen Oxydation von Hiimin von 
uns als ndétig befunden worden ist. Nun wurde die Lisung 
mit Ather extrahiert und die atherischen Extrakte mit Soda- 
ldsung ausgeschiittelt. 

Bei einem zweiten Versuch mit ebenfalls 5 g Hiimatopor- 
phyrindimethylather wurden die gleichen Erfahrungen gemacht. 

1. Die Sodaldsungen wurden dann wieder angesiiuert und 
mit Ather erschépfend extrahiert, wobei im ganzen 5 g Hiimatin- 
siure, fast rein, erhalten wurden; der Schmelzpunkt lag bei 
92°, es handelte sich also um ein Gemisch der Hiimatinsiiuren 
C,H,O,N und C,H,O;. Nach der Verseifung durch Barytwasser, 
wobei das Baryumsalz der letzteren sich bildete und als un- 
léslich sich abschied, und nach Zerlegung dieses Salzes durch 
Salzsiure und Ausiithern der Lésung, konnte dann durch Ab- 
destillation des Lésungsmittels und einmaliges Umkrystallisieren 
aus Wasser die Himatinsaéure C,H,O, rein erhalten werden. 


Schmelzpunkt 96°. 
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2. Die mit Sodalésung ausgeschiittelten Atherextrakte 
hinterlieBen nach dem Trocknen mit Natriumsulfat durch Ab- 
destillation des Lisungsmittels ein hellgelbes Ol, das sehr bald 
krystallinisch wurde. Diese Masse konnte aus warmen Wasser 
umkrystallisiert werden, nach Wiederholung der Operation 
iinderte sich der Schmelzpunkt — 59° — nicht mehr. 

Eine qualitative Probe zeigte den Stickstoffgehalt an, 
beim Kochen mit Natronlauge entwickelte sich Ammoniak. 

0,1505 Sbst. (i. V.) gaben 0,3105 CO, und 0,0946 H,0O. 

0.1225 Sbst. (i. V.) gaben 0,1730 AgJ (Zeise}). 

C.H,,0,N. Ber.: 56,80°o C, 6,52% H, 8,88 °o CH,. 
Gef.: 56,27 >» 698 » 90 >» 

Die quantitative Bestimmung des Stickstoffs durch Kochen 
mit titrierter 1/10 n-Natronlauge scheiterte an der unter den 
gewahlten Bedingungen Schwerverseif barkeit des Stoffes, immer- 
hin konnte ermittelt werden, daf eine zweibasische Siure ent- 
standen sein muBbte. Als die Entwicklung von Ammoniak 
beendet zu sein schien, wurde nimlich zuriicktitriert. 

0,303 g Substanz hatten verbraucht 27 ccm !/10 n-NaOH, 
wiihrend sich zur Verseifung eines Imids C,H,,O,N 35,7 ccm 
berechnen. 

Zur vollistandigen Verseifung wurde dann noch mit starkerer 
Lauge einige Zeit erhitzt, nach dem Abkihlen ausgeiathert, 
dann angesiuert und wieder ausgeithert. Der Riickstand der 
letzten iitherischen Loésung erschien als fast farbloses Ol, das 
zuniichst nicht zum Erstarren gebracht werden konnte. Aus 
einem Teil desselben wurde das Silbersalz hergestellt und in 
farblosen Nadeln erhalten. 

0,0389 g (i. V. getr.) = 0,0207 Ag. 
C,H, Ag,0;. Ber.: 53,73 °%/o Ag 
Gef.: 53,21 > 


Uber die Herausnahme des Eisens aus a- und 
6-Dimethyl(brom)hamin. 


Der Ausspruch Willstatters'), daf das Eisen noch mit 
keinem Mittel aus Himin selbst abgespalten wurde, steht in 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 87, S. 433 (1913). 
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Zusammenhang mit seiner Annahme, dafi die Lockerung des 
Eisens der erste Schritt zur Porphyrinbildung ist, was sich 
mit meinen Anschauungen im wesentlichen deckt, muf aber 
dahin erginzt werden, dafi zwar mit der Loslésung des Eisens 
Porphyrinbildung Hand in Hand gehen kann, dai} aber auch 
andere Stoffe sich dabei bilden kénnen. Wenigstens zeigten 
die von mir unter der Einwirkung verschiedener Siiuren aus 
Héimin und Hiimatin erhaltenen Substanzen noch den Habitus 
der Stoffe, aus denen sie hervorgegangen waren, und es ist 
nicht anzunehmen, daf sie aus primir gebildeten Porphyrinen 
durch sekundire Reaktionen entstanden waren. Dagegen spricht 
die Tatsache,') dafi 10°/oige Salzsiure aus Hiimatin bei 130° 
vier Fiinftel des vorhandenen Eisens eliminiert hatte, ohne 
daB ein Porphyrin entstanden war. Dies trat erst bei héherer 
Temperatur ein. Auch wurde festgestellt, dali} gerade nur das 
Hiimin selbst sehr widerstandsfahig gegen Siéuren ist, daf aber 
Haimatin und die Salze desselben, dafi endlich auch die Ester 
des Hiémins das Eisen leichter verlieren. Und so steht fest, 
dah das Eisen aus Derivaten des Hiimins herausgelést werden 
kann, ohne daf} Porphyrinbildung eintritt, wenn auch bei diesen 
Reaktionen chemische Individuen in krystallisiertem Zustande 
noch nicht erhalten werden konnten, weil die zur Heraus- 
nahme des Eisens notige hohe Temperatur wahrscheinlich in 
verschiedener Richltung Verd&nderungen hervorruft. Charakte- 
ristisch ist aber jedesmal, dafh es zur Bildung alkali- und 
siureunléslicher KoOrper kommt. Dies hat sich auch wieder 
gezeigt, als die Dimethylester des a- und des 8-Bromhimins ?) 
mit Salzsiiure behandelt wurden, wobei 25°/oige Siéiure das 
Eisen vollstindig entfernte, wodurch der Gegensatz zum Hiamin 
selbst wieder deutlich hervortritt, das unter fast gleichen Be- 
dingungen kaum die Hialfte seines Eisens abgibt. 

0,518 a-Dimethyl(brom)himin gaben beim Erhitzen mit 
10 ccm 10°/oiger Salzsiure auf 130° 11,8°/o des vorhandenen 
Eisens ohne Porphyrinbildung ab, eine erneute Behandlung 





') Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 173 (1910). 
*) Die Priparate sind beschrieben, Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 127 
und 142. 
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mit 10-cem 25°/oiger Salzsiure lieferte noch 86,3°/o des 
Eisens. Die Temperatur stieg hier bis 150°, dabei hatte sich 
etwas Porphyrin gebildet. 

Der enteisente Stoff krystallisierte noch in den Formen 
des verwendeten Hiimins, war aber in Natronlauge selbst beim 
Erhitzen nicht léslich, trotzdem fast vollstandige Verseifung ein- 
getreten war. 

Die Analyse ergab 67,08 °/o C und 5,48°/o H, nur Spuren 
von Eisen. 

(0,1210 g Sbst. [110°]: 0,2976 CO, und 0,0605 H,0.) 

0,0983 g Sbst. (115°): 0,0208 AgJ = 1,35°/o CH,, die Verseifung 
war also nicht vollstandig geworden. 

Der zweite Versuch betrifft das B-Dimethyl(brom)hamin 
und zeigt, daB sich dieser Ester des Eisens noch rascher be- 
rauben Jiéft wie der der a-Form, gerade so wie f-Himin 
schneller Eisen verliert als a-Hamin. 

0,4307 g Substanz gaben an 9 ccm 10°%/oige Salzsaéure 
bei 130° 2%4,4°/o des vorhandenen Eisens ab ohne Porphyrin- 
bildung, bei darauf folgendem Erhitzen mit 10 cem 25°/oiger 
Salzsiiure wurde der Rest des Eisens abgespalten, die Tem- 
peratur stieg bis 150°, Porphyrinbildung war eingetreten. 

Der enteisente Stoff enthielt 64,95°/o C und 6,54°/o H. 

0,1156 g Sbst. (110°): 0,2753 CO, und 0,0671 H,O, kein Eisen. 


Fiir die Beschaffung und Untersuchung des Materials 
wurden Mittel verwendet, die mir von der Gesellschaft deutscher 
Naturforscher und Arzte aus der « Adelheid-Bleichréder-Stiftung » 
gewiihrt worden waren. Es sei mir gestattet, auch an dieser 
Stelle meinen ergebensten Dank zum Ausdruck zu bringen. 


Stuttgart, am 26. April 1915. 
W. Kister. 


























Uber die Veranderungen der Blut- und Hirn-Zusammensetzung 
bei chronischem Gebrauch von Schlafmitteln. 
Von 


Ernst Waser. 
Mit einer Zeichnung im Text. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Mai 1915.) 


Die Veriinderungen, welche der Gehalt tierischer Organe, 
namentlich an Phosphatiden, nach chronischer Eingabe von 
Alkohol erleidet, sind durch die Untersuchungen N. Siebers!) 
klar gelegt worden. Auch sonst sind die Veriinderungen, die 
ein kontinuierlicher Alkoholgenu8 im Organismus_ hervorruft, 
recht eingehend studiert. Viel weniger oder gar nicht bekannt 
sind dagegen die Verhiiltnisse, die nach monatelanger Verab- 
reichung des gleichen Schlafmittels im KoOrper entstehen und 
es scheint dies um so befremdender, als doch in vielen Krank- 
heitsfallen eine langandauernde Schlafmitteltherapie angewendet 
wird. Gerade mit Riicksicht auf diese letzteren wire es 
wiinschenswert zu wissen, ob eine solche langdauernde Ver- 
abreichung eine nachweisbare Schidigung von Organen hinter- 
laBt. Ich habe es deshalb unternommen, in dieser Richtung 
einige Versuche anzustellen, deren Resultate vielleicht noch 
nicht definitiv sind, immerhin aber schon einige Schliisse auf 
die chronische Verwendbarkeit von Schlafmitteln zulassen. 

Zu diesen Versuchen wahlte ich 3 Schlafmittel, Chloral- 
hydrat, Paraldehyd und Veronal-Natrium, die sich alle einer 
grofen therapeutischen Anwendung erfreuen, die aber unter 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 23, S. 304 (1910). 
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sich, mit Riicksicht auf die chemische Konstitution, der sie 
die Wirkung verdanken, verschiedene Typen darstellten. Die 
Wirksamkeit des ersten beruht auf seinem Halogengehalt, die 
des zweiten auf der Anwesenheit der Carbonylgruppe, wihrend 
die Schlafwirkung des Veronals auf 2 Athylreste zuriickzufiihren 
ist. Wihrend das Chloralhydrat der gegen Oxydationseinfliisse 
bestandigste der drei K6érper ist und auf diesem Wege sicher 
nicht zerstort wird, wird der Paraldehyd fast vollig abgebaut. 
Das Veronal steht ungefaihr zwischen den beiden, da es nur 
zum kleinern Teil zerst6rt wird und zum gr6éfern Teil wieder 
im Harn erscheint. Endlich ist auch die Léslichkeit der 3 Sub- 
stanzen in Wasser und in Ol eine durchaus verschiedene. Ich 
erinnere an die relativ schwere Loslichkeit von Paraldehyd 
und Veronal in Wasser gegentiber ihrer Leichtléslichkeit in 
Fetten und an die umgekehrten Verhiltnisse beim Chloral- 
hydrat, dessen Teilungsquotient 0,22 betrigt. 

Um die mir gestellte Aufgabe wenigstens teilweise zu 
lésen, habe ich untersucht, welche Veriinderungen in che- 
mischer Hinsicht Blut und Hirn der Versuchstiere erleiden, 
wenn sie monatelang mit den betreffenden Schlafmitteln ge- 
fiittert wurden. Zu diesem Zweck priifte ich die Veranderungen, 
welche der Fett-, Lipoid- und Phosphatidgehalt des Blutes 
und des Hirns erlitt, nach einer Methodik, die mit unwesent- 
lichen Anderungen der von E. Herrmann und J. Neumann’) 
angewandten nachgebildet war. 

Auferdem habe ich auch die Abderhaldensche Nin- 
hydrinreaktion in den Bereich meiner Untersuchung gezogen. 
Ich wurde dazu veranlaBt, weil in letzter Zeit namentlich 
von seiten der Psychiater dieser Methode besonderes Interesse 
entgegengebracht wird. Nach dem ganzen Aufbau der Reaktion 
war ja zu erwarten, da dieselbe Aufschlu8 dariber erteilen 
werde, ob durch die chronische Schlafmittelvergiftung eine 
Mobilisierung funktionierenden Hirnprotoplasmas eintrete. Die 
Reaktion konnte hier besonders leicht fehlerfrei ausgefiihrt 
werden, weil absolut blutfreie Hundehirne experimentell leicht 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. 43, S. 47 (1912). 
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als Testobjekte zu beschaffen waren. Sie wurde stets doppelt 
ausgefiihrt, namlich gegen eine vdollig intakte Gehirnmasse 
und gegen eine, die durch Petroliither entfettet war. Um die 
Technik dieser Reaktion sicher zu beherrschen, iibte ich sie an 
normalen Hunden ein, die zu andern Zwecken entblutet wurden. 

Die Versuchsanordnung, die bei allen Hunden die gleiche 
war, ergibt sich aus folgendem Beispiel eines normalen Hundes, 
der zur Einiibung der analytischen Methoden beniitzt wurde: 

Hund I, 7000 g, @. 8. V. 14. wurde durch Entbluten ge- 
totet. Von dem frischen Blute wurden ca. 20 cem gesondert 
aufgefangen und zur Ninhydrinreaktion nach Abderhalden 
verwendet. Dann wurden weitere 100—150 ccm in einem 
groben Gefiif aufgefangen, sofort mit Glaskugeln geschiittelt, 
mit Alkohol versetzt usw. s. loc. cit.1) Um auch das Gehirn 
moglichst blutleer zu erhalten, wurde das letzte Blut durch 
eine isotonische und durch Gelatine isoviskiés gemachte Ringer- 
losung?) verdriingt. Das auf diese Weise praktisch blutleer 
erhaltene Hirn wurde (nach dem Abtrennen einer kleinen 
Menge zur Trockensubstanz- und Glihriickstand-Bestimmung) 
nach dem Verfahren von 8S. Frankel’) mit Natriumphosphat 
getrocknet, mit Alkohol und dann mit Petroliither extrahiert. 
Der alkoholische Extrakt wurde auf ein kleines Volumen ge- 
bracht und im Extraktionsapparat fiir Fliissigkeiten ebenfalls 
mit Petrolither ausgezogen. Die vereinigten petrolitherischen 
Extrakte wurden auf 100,0 ccm gebracht und davon, wie auch 
beim Blut aliquote Teile zur Analyse verwendet. 

Es wurden bestimmt die Gesamt-Fett- und Lipoid-Menge 
in 20,0 eem Petrolatherextrakt des Blutes (meist in 10,0 ecm 
beim Hirn); der Riickstand diente zur Bestimmung des freien 
Cholesterins und nach der Verseifung mit Natriumithylat und 
Alkohol zur Bestimmung der Cholesterinester nach der Digitonin- 
methode von A. Windaus.*) Weiterhin wurde der Phosphor 


1) Biochem. Zeitschr., Bd. 43, S. 47 (1912). 

*) P. Gensler, A.e. P. P., Bd. 77 (1914). 

3) Abderhalden, Handb. d. bioch. Arbeitsmeth., V 1, S. 613 (1911). 
*) Diese Zeitschr., Bd. 65, S. 110 (1910). 
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in 20,0 ccm des Blutextraktes (10,0 ccm Hirnextrakt) nach der 
Siiureveraschungsmethode von Neumann und schlieBlich der 
Gesamtstickstoffgehalt nach Kjeldahl in 10,0 ccm des Blut- 
extraktes (5,0 beim Hirn) bestimmt. Auf diese Weise erhielt 
ich bei Hund I die folgenden Zahlen: 

Blut I. 141,0 g zur Analyse. Ninhydrinreaktion mit 
entfettetem und fetthaltigem Hirn negativ. 

In je 20,0 ccm Petrolatherextrakt betrug der Riickstand 
0.1431 g und 0,1418 g. Die Gesamt-Fett- und Lipoid- 
Menge in 141,0 g Blut 0,7122g und in 1000g Blut 
5,051 g. 

An freiem Cholesterin war in 141,0 g Blut 0,1185 g 
und in 1000 ¢ Blut 00,8401 ¢ vorhanden. Die Menge von 
Cholesterin in Form von Cholesterinestern betrug in 141 g 
Blut 0,0598 g; in 1000g Blut 0,4241 g oder als Palmitin- 
siiurecholesterinester berechnet 0,6856 g. 

Bei der P-Bestimmung nach Neumann wurden fiir 
20,0 ccm Petrolatherextrakt 4,88 ccm "l2-Lauge verbraucht, 
entsprechend 6,188 mg P,0;. Das ergab in 141 g Blut 0,03094 g 
P,O,; in 1000 g Blut 0,2194g P,O, oder auf Lecithin 
berechnet 2,493 g. 

In 20,0 ccm Petrolitherextrakt wurde der Stickstoff 
nach Kjeldahl bestimmt. Zur Neutralisation des entstandenen 
NH, waren 2,90 cem ®/10-Séure erforderlich; dies entsprach 
4,06 mg N. Daraus in 141,0 g Blut 0,0203 g N und in 1000 g 
Blut 0,1439 g N. 

Hirn I wiegt entblutet 56,90 g. 

Zur Bestimmung der Trockensubstanz und des Gliih- 
riickstandes wurden davon 1,3353 g abgetrennt. Darin wurden 
gefunden 0,3302 g Trockensubstanz und 0,0216 g Glihriickstand. 
Dies entsprach: 

In 56,90 g Hirn 14,071 g Trockensubstanz und 0,9204 g 
Glihriickstand. 

In 1000g Hirn 247,29 g Trockensubstanz und 
16,176 ¢g Glihrickstand. 

Der Glthriickstand betrug demnach 6,54°/o der 
Trockensubstanz. 
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Bei der Bestimmung der Gesamt-Fett- und Lipoid- 
Menge wurden in 20,0 ccm Petrolitherextrakt 1,1737 g ge- 
funden, entsprechend in 1000g Hirn 105,60 g und in 
1000 g Trockensubstanz 427,0 g. 

Freies Cholesterin fand sich im Riickstand von 20 eem 
Petrolaitherextrakt 0,1914 g, in 1000 g Hirn 17,50 g und in 
1000 g Trockensubstanz 70,73 g. 

Nach der Verseifung wurden die Cholesterinester als 
Cholesterin bestimmt und in 20,0 ccm Petrolitherextrakt 0,0675 g 
gefunden. Auf 1000 g Hirn macht dies 5,47 g Cholesterin, 
bezw. 8,84¢g Cholesterinpalmitat und auf 1000g Trocken- 
substanz 22,11 g, bezw. 35,74 g. 

Fiir 10,0 ccm Petrolétherextrakt wurden bei der P-Be- 
stimmung 22,89 cem "/2-Lauge verbraucht, entsprechend 
29,03 mg P,O.. 

In 1000 g Hirn 5) 


g PLO, oder 59,35 g Lecithin. 
In 1000» Trockensubstanz 21 > 


22 
12> P,0, » 240,1 » Lecithin. 
Bei der Kjeldahlbestimmung wurden fir 10,0 cem 
petrolitherischen Extrakt 7,37 cem "/10-Siiure verbraucht, ent- 
sprechend 10,53 mg N. Dies entspricht in 1000 g Hirn 
1.86 g N und in 1000 g Trockensubstanz 7,51 g N. 
Auf ihnliche Weise ging ich bei den eigentlichen Ver- 
suchstieren vor; ich beschriinke mich darauf, dort nur die auf 
1000 g Blut, Hirn oder Trockensubstanz umgerechneten Analysen- 
zahlen in Tabellenform wiederzugeben. Fiir die Durchfiihrung der 
chronischen Behandlung mit Schlafmitteln standen mir 4 unge- 
fahr halbjiihrige Bastarde zwischen Dachshund und Foxterrier 
vom gleichen Wurf zur Verfiigung (Hunde II-—V), von denen 
einer (Hund II) als Kontrolltier diente. Er wurde stets gleich- 
gehalten und ernahrt wie die 3 eigentlichen Versuchshunde. 


Kontrollhund. 


Hund Il 2 wog bei Versuchsbeginn, 8. September 1913, 
2860 g: am Ende des Versuches war er 5900 g schwer. Er 
wurde am 7. Juli 1914 durch Entbluten getétet. Die Ninhydrin- 
reaktion auf entfettetes und fetthaltiges Hirn war vollig negativ, 
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wie auch bei einigen andern Kontrollversuchen mit normalen 
Hunden. Es wurden 129,08 g Blut zur Analyse aufgefangen; 
das praktisch blutleere Hirn wog 56,32 g, davon wurden 
2,7511 g zur Bestimmung des Trockengehaltes und die tibrigen 
53,57 g zur Lipoidanalyse verwendet. 


Paraldehydhund. 


Hund Ill “ wog am 8. Sept. 1913 2650 g, zu Ende 
des Versuches, am 17. Juli 1914, 5700 g. Er bekam zunichst 
am 8. Sept. 1913 1,0 cem Paraldehyd mit der Schlundsonde 
per os, welche Dosis aber fast keine Wirkung zeigte. Die 
Dosis wurde nun allméhlich erhéht und zeigte am 30. Sep- 
tember 1913 bei 2,0 ccm starke Wirkung. Die gleiche Dosis 
wurde nun wahrend einer Woche beibehalten, dann wochent- 
lich um 0,5 cem erhodht, bis am 9. Nov. 1913 die Dosis von 
5,0 ccm erreicht war. Von nun an erhielt der Hund, immer 
per Sonde, taglich bis zum Versuchsende am 17. Juli 1914 
5,0 ccm Paraldehyd, sodaB er im ganzen ungefihr 1380 ccm 
Paraldehyd erhalten hatte. Es konnte hdchstens eine ganz 
schwache Abnahme der Wirkung, also keine AngewOhnung 
beobachtet werden. Am 17. Juli 1914 wurde das Tier getotet, 
zur Analyse wurden 123,86 g Blut aufgefangen; das Hirn wog 
61,28 g, wovon 2,21 g zur Trockensubstanzbestimmung ab- 
gingen. Die Ninhydrinreaktion fiel sowohl mit entfettetem, als 
auch mit fetthaltigem Hirn negativ aus. 


Veronalhund. 


Hund IV ¢& wog bei Beginn der Fiitterung, am 8. Sep- 
tember 1913, 3020 g, am 23. Juli 1914 6800 g. Das bei 
diesem Versuchstier angewandte Veronalnatrium wurde mir 
von den Elberfelder Farbwerken in verdankenswerter Weise 
zur Verfiigung gestellt. Es wurde mit der Eingabe von 0,3 g 
per os am 8. Sept. 1913 mit der Schlundsonde begonnen, da 
sich aber nur eine schwache Wirkung zeigte, wurden schon 
am 10. Sept. 1913 0,5 g gegeben, worauf sich die gewiinschte 
Schlafwirkung einstellte. Von nun an wurde die Dosis wéchent- 
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lich um 5 cg gesteigert und erreichte am 16. Nov. 1913 1,0 g. 
Diese Dosis wurde, trotz allerdings ganz schwach sinkender 
Schlafdauer, bis zum Versuchsende beibehalten, sodaf die 
gesamte eingefiihrte Veronalnatriummenge ,ca. 300 g_betrug. 
Am 23. Juli 1914 wurde der Hund entblutet: das Serum ent- 
hielt keine abbauenden Fermente. Das Hirngewicht betrug 
63,80 g (zur Trockensubstanzbestimmung 2,52 g), zur Analyse 
wurden 120,80 g Blut aufgefangen. 


Chloralhydrathund. 


Hund V ? wog am 8. Sept. 1913 2830 g, bei Ende des 
Versuches, am 2. Marz 1914 5200 g. Das Tier erhielt am 
8. und 9. Sept. 1913 je 0,3 g Chloralhydrat per os mit der 
Sonde, worauf sich nur schwache Wirkung zeigte; vom 10. 
bis 16. Sept. 1913 0,5 g; vom 17.—22. Sept. 0,6 g; vom 
23.—29. Sept. 0,7 g. Auch bei diesen Dosen war nur kurze 
Wirkung sichtbar, sodaB die Dosis vom 30. Sept. an von 
1,0g bis zum 24. Oktober 1913 auf 1,8 g gesteigert wurde. 
Nach diesen Dosen trat 3—5stiindiger Schlaf ein, allein der 
Hund bekam dabei ein derart schlechtes Aussehen, dali vom 
25. Okt. an bis zum Ende des Versuches nur mehr 1,0 g 
per os verabreicht wurden. (Im ganzen 180 g.) Im allgemeinen 
zeigte sich bei diesem Tiere trotz der relativ grébten Ge- 
wichtszunahme eine wachsende Hinfilligkeit, sodaB es vor- 
zeitig, am 2. Mirz 1914, getétet wurde. Das Blutserum zeigte 
bei der Abderhaldenschen Ninhydrinreaktion eine deutliche 
Abbauwirkung sowohl mit fetthaltigem, als auch mit entfettetem 
Hirn. Leider ging das zur Analyse aufgefangene Blut durch 
diuBere Umstiinde verloren, sodaB nur das Hirn (58,00 g; 2,9 g 
zur Bestimmung der Trockensubstanz und des Gliihriickstandes) 
zur Bestimmung der Lipoide verwendet werden konnte. 


Aus dem Allgemeinbefinden der Versuchstiere konnte 
man schon einige, wenn auch nicht mabgebende Schliisse auf 
eine eventuell schidigende Wirkung der verschiedenen Hypno- 
tika ziehen. Wie aus Tabelle 1 hervorgeht, zeigte der Chlor- 
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alhydrathund das starkste tigliche Wachstum und auch das 
relativ grOfte Hirngewicht. Dies ist aber nur darauf zurtickzu- 
fiihren, dai er fiinf Monate friiher get6tet werden muBte. Bei 
jungen Hunden ist eben die Gewichtszunahme im ersten Jahr 
stiirker als spiiter und ebenso das Hirngewicht im Verhiltnis 
zum Kilogramm Korpergewicht groBer. Sein allgemeines Aus- 
sehen wurde nach 1!/2monatiger Versuchsdauer so elend, daf 
die tagliche Dosis Chloralhydrat fast auf die Hialfte herab- 
gesetzt werden mubte, um den Hund auch nur noch einige 
Monate am Leben zu erhalten. Die positiv ausgefallene Nin- 
hydrinreaktion gegen fetthaltiges und entfettetes Gehirn lieB 
darauf schlieBen, dai auch im Chemismus seiner Organe, 
speziell mit Riicksicht auf Lipoide und Phosphatide schwer- 
wiegende Verdnderungen eingetreten sein mubten. 

Wesentlich besser prasentierte sich der Paraldehydhund, 
obschon seine tiigliche Gewichtszunahme die geringste war. 
Letztere war bedingt durch geringere Nahrungsaufnahme und 
diese herabgesetzte Frefblust war durch die stiindige, lokale Reiz- 
wirkung des Paraldehyds auf die Magenwand leicht zu erkliéren. 

Am besten schien Hund IV das Veronalnatrium zu er- 
tragen. Sein Aussehen war zum mindesten so gut wie das 
des Normalhundes, seine tigliche Gewichtszunahme sogar etwas 
grofer und sein Hirngewicht im Verhialtnis zu diesem fast gleich. 
Das will noch nicht heifen, daB deswegen das Veronal das 
am meisten zu bevorzugende dieser drei Mittel sei, sondern 
sagt uns nur, daf es ohne Schiidigung des Allgemeinbefindens 
am besten vertragen wird. 

Eine Antwort auf die Frage, ob auch das Gehirn auf die 
Dauer den Gebrauch der Schlafmittel schadlos ertrage, hoffte 
ich aus den bereits erwiihnten Analysen zu erhalten. Betrachtet 
man nun die in Tabelle 2, 3 und 4 zusammengestellten Ana- 
lysenresultate, so kommt man wieder zu andern Schliissen, 
als bei Betrachtung des somatischen Allgemeinbefindens allein. 
In Tabelle 2 sind die Analysenzahlen auf 1000 g frisches Hirn 
umgerechnet: in Tabelle 3 auf 1000 g Trockensubstanz, wobei 
sie ein noch sprechenderes Aussehen bekommen. Tabelle 4 zeigt 
die Ergebnisse der Gesamtblutanalyse auf 1000 g umgerechnet. 
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Die zwei ersten Kolonnen von Tabelle 2 und die 1. Ko- 
lonne von Tabelle 3 zeigen im allgemeinen keine grofen Unter- 
schiede. Die Menge der Trockensubstanz ist bei allen vier 
Hunden II—V praktisch gleich gro, der Gliihriickstand zeigt 
einzig bei Hund IV (Veronalhund) ein ziemliches Absinken von 
der Norm. Betriichtlich werden die Unterschiede zwischen den 
einzelnen Tieren erst in den folgenden Kolonnen. Die Gesamt- 
fett- und Lipoidmenge ist bei den eigentlichen drei Versuchs- 
hunden (III—V) wesentlich gréfer als beim Kontrolitier Il. Die 
Ursache dieser Zunahme liegt in verschiedenen Umstiinden be- 
griindet. Zeigt sich bei Nr. HWI—V zwar eine Abnahme an 
freiem Cholesterin (am meisten beim Paraldehydhund), so wird 
diese beim gleichen Hund wieder ausgeglichen und bei den 
andern Hunden sogar tiberholt von der Menge des als Ester 
gebundenen Cholesterins. Die Menge der Phosphatide ist recht 
schwankend. Waihrend sie absolut beim Veronalhunde gréBer 
ist, als beim Normalhund, erreicht der Paraldehydhund ein Maxi- 
mum an Lecithingehalt. HRelativ gerechnet erhalten die Zahlen 
wieder ein anderes Bild (siehe Tabelle im Text). Das Maximum 
beim Paraldehydhund bleibt, der Veronalhund bleibt etwas 
hinter dem Normalhund zurtick und der Choralhdyrathund zeigt 
sogar ein ziemliches Manko an Phosphatiden. 
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| Gesamt- | Chol- | Chol- | Fett -}. 
, |Fett- und) |... | esterin- | Lecithin |y goy04. 
No. Hund Lipoid- | esterin | atenitet | N-Haltiges 
Menge | % | % | % | % 
I Normal 100 | 1657 | 837 | 56,20 | 18,85 
I » 100 | 2306 | 251 | 56,78 | 17,65). 
Ill | Paraldehyd 100 | 17,15 | 6,41 72,02 4,421 2% 
IV | Veronal-Na 100 | 16,25 |. 10,81 55,40 | 17,49(2 
| | =e 
V (Chloralhydrat 100 =|) «1800 ~——:11,02 48,29 | 22,59) : 


Gerade umgekehrt liegen die Verhiltnisse in der letzten 
Kolonne (Tabellen 2 und 3): Fett + N-haltiges. Zeigen ab- 
solut gerechnet Hund IV und namentlich Hund V eine starke 
Zunahme an Fett, so sieht man beim Paraldehydhund einen 
Zustand, der geradezu als Fettarmut bezeichnet werden kann. 
Relativ gerechnet (s. Tabelle im Text) zeigen nur der Choral- 
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hydrat- und der Paraldehydhund starke Abweichungen von 
der auch beim Veronalhund zutreffenden Norm. 

Noch schoner als durch die bloBen Zahlen kommen die 
eben geschilderten Verhaltnisse bei der graphischen Darstellung 
zum Ausdruck. Ich méchte besonders auf die Kurven des Le- 
cithingehaltes und des Gehaltes an Fett + N-haltigem hin- 
weisen, die sich so diametral gegeniiberstehen, da’ man sie 
direkt als Spiegelbilder bezeichnen kann. 





fe Mormal Paraldehyd Veronal-Wa Onloralhyars’ Beim Blut (Tabelle 4) 
| | sind die Verhiltnisse nicht 


o- so ausgeprigt wie beim 
‘“ | : a Gehirn. Leider fehlen hier 
4 % | | die Zahlen des Chloralhy- 
~~ \ | drathundes, die ein wich- 
Pi | tiges Vergleichsmoment 
$0 Nyenee bilden wtirden. Auch hier 
| tritt der Phosphatidreich- 
tum des Paraldehydhundes 
deutlich hervor, wihrend 
anderseits dieser Hund be- 
deutend weniger freies und 
Gehall/ an , 
Bs . Aker W hallgem gebundenes Cholesterin 
Qh A - - ptolesteringehal aufweist, als der Normal- 
hs hund, und sein Blutfett- 
caamel plhalesterines/erpehal . : 
al gehalt etwas grofer ist. 
/ Der Veronalhund zeigt 
gegeniiber der Norm ein 
Minus an freiem Chol- 
esterin und Fett, dafiir aber ein grofes Plus an Cholesterinester. 
Der Phosphorgehalt entspricht dem normalen. 

Zieht man das Facit aus diesen Analysenzahlen im Zu- 
sammenhang mit dem Allgemeinbefinden der Tiere und der 
Abderhaldenschen Reaktion, so kann man sagen, daf das 
Chloralhydrat, obwohl es im allgemeinen wegen seiner vor- 
ziiglich reflexherabsetzenden Wirkung als Standardpriaparat 


unter den Schlafmitteln angesehen wird, bei fortgesetzter Appli- 
kation die ungiinstigsten Wirkungen hervorgerufen hat. 
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Sieht man von den schlechten Nebenwirkungen auf das 
Allgemeinbefinden ab, die ihrerseits sicher durch Magen- 
st6rungen bedingt sind, so kénnte man sagen, daf der Par- 
aldehyd von allen 3 Mitteln in bezug auf seine Wirkung auf 
das Hirn am besten dasteht. Er scheint eine Verfettung des 
Gehirns zu verhindern und dafiir den Gehalt an funktionell 
wichtigen Phosphatiden um ein betrichtliches zu erhdhen. 

Obschon endlich das Veronal Schwankungen im Gehalt 
des Hirns und des Blutes an Cholesterin und Cholesterinestern 
bedingt, scheint es doch als giinstigstes Schlafmittel fiir chro- 
nischen Gebrauch unter den 3 Priiparaten dazustehen, da es 
gar keine Stérungen des Allgemeinbefindens hervorruft und 
den Hirnchemismus auf die Dauer jedenfalls viel weniger schii- 
digt als das Chloralhydrat. 

Ein Schlafmittel, das fiir fortgesetzte Therapie verwendet 
werden soll, mufi nach diesen Ergebnissen die folgenden Be- 
dingungen erfiillen: Es soll sich sehr leicht und vollstindig 
im Organismus abbauen lassen, damit nicht zu lange Nach- 
wirkungen entstehen und damit die allfillig gebildeten Abbau- 
produkte nicht ihrerseits in unkontrollierbarer Weise das Gehirn 
schadigen. Dieser Anforderung entspricht offenbar am weit- 
gehendsten der Paraldehyd, wie sich schon zum vornherein 
aus seiner Zusammensetzung ergibt und wie auch die obigen 
Analysenzahlen des Gehirns und des Blutes beweisen. 

Zweitens mul} verlangt werden, dab das betreffende Prii- 
parat auf die Magenschleimhaut keine Reizwirkungen auslést 
und so zur Beeintrichtigung der Ernahrung fiihrt. Diese letztere 
Bedingung scheint das Veronal am besten unter den dreien 
zu erfiillen. Von diesem Standpunkte aus erscheint es aber 
immer wieder als wiinschenswert, ein subkutan anwendbares, 
reines Hypnotikum zu besitzen. Fir einmalige oder nur vor- 
iibergehende Anwendung eines Schlafmittels finden diese For- 
derungen naturgemif nur ganz beschrinkte Berechtigung, da 
ja hier auch meist ganz andere Indikationen mafgebend sind. 

Leider wissen wir immer noch nicht, welechem chemi- 
schen Bestandteil des Gehirns die Hauptleistung bei der 
geistigen Arbeit zukommt. Es ist lediglich aus Analogien an- 
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zunehmen, dafi es die Phosphatide sein werden, welche die 
eigentlichen Hirnfunktionen leisten. Vielleicht geben gerade 
diese Untersuchungen die Veranlassung, daB von psychiatrischer 
Seite entsprechende Experimente ausgefiihrt werden mit Pa- 
tienten, die mit den genannten Mitteln chronisch behandelt 
worden sind. Dabei wire das Hauptaugenmerk speziell auf den 
Unterschied in der Wirkung zu richten, den das Chloralhydrat 
einerseits, der Paraldehyd andrerseits auf den Phosphatidgehalt 
des Gehirns auszutiben scheinen. 
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Uber Pepsinbestimmung. 


Von 
L. J. Geselschap. 





(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1915.) 


Die grofe Zahl der fiir die Pepsinbestimmung empfohlenen 
Methoden weist schon darauf hin, daB es schwierig ist, diese 
Bestimmung mit befriedigender Genauigkeit auszufiihren. Immer 
hat man dabei den Zweck, die Geschwindigkeit, mit welcher 
irgend ein Eiweifstoff von der pepsinhaltigen Lésung ver- 
daut wird, festzustellen, ob man nun die Zeit bestimmt, in 
welcher eine gegebene Eiweiimenge verdaut wird, oder die 
EiweiBmenge bestimmt, welche in einer voraus gewahliten Zeit 
verdaut wird. Dabei wird aber unter Verdauung nicht immer 
dasselbe verstanden. In manchen Fallen wird damit die Auf- 
lésung von festem Eiweif, Fibrin, geronnenem Hihnereiweil, 
usw. gemeint. In anderen Fallen dagegen soll Verdauung 
Spaltung von EiweiSkérpern in einfachere Verbindungen, Albu- 
mosen, Polypeptide und, wenn auch bei der Pepsinverdauung 
in sehr geringem Mafe, freie Aminoséuren bedeuten. 

Mit keiner Methode ist es gelungen eine feste, genau 
zutreffende Regel aufzufinden fiir die Geschwindigkeit, mit 
welcher Pepsin, in wechselnder Menge, bei einem bestimmten 
Salzsiuregehalt der Fliissigkeit und bei einer bestimmten 
Temperatur, Eiweif verdaut. Es scheint auch wohl zweifelhaft, 
ob solch eine feste Regel erwartet werden darf, da sich an 
die Auflésung des EiweiBes als Acidalbumin die Bildung von 
priméren Albumesen, welche selbst wieder gespalten werden, 
unmittelbar anschlieBt. Es kann ja nicht a priori als fest- 
stehend betrachtet werden, daB, bei Anderungen des Pepsin- 
gehaltes der Fliissigkeit, auch wenn die Temperatur und der 
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Siiuregrad gleich bleiben, diese Spaltungen’ untereinander 
gleichen Schritt halten werden. Auch die Geschwindigkeit, mit 
welcher Eiweifi in Acidalbumin verindert und aufgelést wird, 
kann vielleicht von der Bildung von anderen Verdauungs- 
produkten beeinfluBt werden. Die jetzt zur Verfiigung stehenden 
Methoden gestatten eine einigermafen genaue Verfolgung der 
Kiweifispaltung bei der Pepsinverdauung nicht. Die Zahl der 
dabei frei kommenden Carboxylgruppen ist fiir eine genaue 
Bestimmung mit der SOrensenschen Formoltitration zu gering, 
wiihrend die anderen fiir diesen Zweck empfohlenen Methoden 
— polarimetrische Bestimmung, oder direkte quantitative Be- 
stimmung der verschiedenen Spaltungsprodukte — nur eine 
Schiitzung zulassen, 

Von den Methoden zur Pepsinbestimmung habe ich die- 
jenige von Mett, von Griitzner, von Volhard und von 
Fuld-Levison ziemlich eingehend gepriift. Die dabei er- 
haltenen Ergebnisse habe ich an anderer Stelle ausfiihrlich 
mitgeteilt.!) Da diese Ergebnisse in allen Hauptsachen mit den 
von andern schon beschriebenen iibereinstimmen, kann ich 
mich hier dariiber kurz fassen. 

Als Enzym verwendete ich nach den von Pekelharing be- 
schriebenen Methoden aus der Magenschleimhaut des Schweines, 
oder aus dem bei Scheinfiitterung erhaltenen Magensaft des 
Hundes bereitetes Pepsin, oder auch den filtrierten, tibrigens 
aber unveriinderten Magensaft des Hundes. 

Fiir die Ausfiihrung der Mettschen Methode wurden die 
Eiweifréhrchen in folgender Weise hergestellt. Glasréhrchen 
von 2 mm innerem Durchmesser und 25 cm Lénge wurden 
erst einen halben Tag in starke Natronlauge, dann, nach Aus- 
spiilen mit Wasser, einen halben Tag in eine Lésung von 
Kaliumbichromat und Schwefelsiiure gelegt, darauf sorgfiltig 
mit destilliertem Wasser ausgewaschen, getrocknet, an beiden 
Enden ausgezogen und dann mit geklopftem HiihnereiweiS, 
welches durch Verbleib wihrend etwa 24 Stunden im luft- 


') Over bepaling van het gehalte aan pepsine in natuurlijk en 
kunstmatig maagsap. Diss. Utrecht, 1915. Fir die Literatur verweise 
ich nach Waldschmidt, Pfliigers Archiv, Bd. 143, S. 189. 
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leeren Raum modglichst gut von Luft befreit worden war, 
gefiillt. Jetzt wurden die Rohrchen an beiden Enden zuge- 
schmolzen und in kochendes Wasser getaucht, welches noch 
5 Minuten kochend gehalten wurde. Die ROhrchen blieben im 
Wasser, bis dasselbe zur Zimmertemperatur abgekihlt war 
und wurden dann in Stiickchen von 11/2 cm Liinge zerschnitten, 
welche in 0,2°/oigem HCl] mit einigen Thymolkrystallen auf- 
bewahrt wurden. Alle RoOhrchen, in welchen noch ein Luft- 
blischen zu beobachten war, oder welche eine nicht ganz 
glatte Schnittfliiche des Kiweibes zeigten, wurden als un- 
brauchbar verworfen. 

Fiir jeden Versuch wurden 2 Rodhrchen mit 10 cem 
Pepsinlésung in einem Petrischiilchen bei 38—39° C. digeriert. 
Nach bestimmter Zeit wurde dann die Liinge der geldsten 
EiweiBsiulchen unter dem Mikroskop, bei sehr schwacher Ver- 
groBerung, mittels eines geeichten Okularmikrometer gemessen. 
Bei jeder Bestimmung wurden also 4 Zahlen erhalten, deren 
halbe Summe die mittlere Verdauung in einem Rohrchen angab. 

In einer grofen Zahl von Versuchen fand ich die Verdau- 
ung, unter tibrigens gleichen Verhiiltnissen, gleichmiibig mit der 
Zeit und ungefiihr dem Quadrat des Pepsingehaltes proportional 
fortschreitend. Diese Beziehung wurde nicht nennenswert ge- 
aindert, wenn die Réhrchen mit der Fliissigkeit wiahrend der 
Digestion in schaukelnder Bewegung gehalten wurden, obgleich 
dann die absolute Menge des verdauten Kiweifbes zunahm. 
Auch Vermehrung der mit den 2 Roéhrchen digerierten Fliissig- 
keitsmenge verursachte keine merkbare Anderung des Ver- 
haltnisses. Die Liingen der vier, in zwei zusammengehorigen 
Rohrehen aufgelésten Eiweifsiiulchen zeigten keinen, oder 
einen nur sehr geringen Unterschied. 

Fiir die Bestimmung nach Griitzner bereitete ich das 
Karminfibrin als trockenes Pulver. Nach Fiirbung und Aus- 
waschen mit Wasser wurde das Fibrin im Vakuumexsikkator 
bei Zimmertemperatur getrocknet und dann in einem eisernen 
Morser fein zerrieben und gesiebt. Die Bestimmung machte 
ich mit dem von Griitzner') beschriebenen Kolorimeter. 

1) Pfligers Archiv, Bd. 144, S. 545. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV., 14 
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Fir jeden Versuch wurden gleiche, abgewogene Fibrin- 
mengen in eine Reihe von Reagenzrohrchen gebracht. In ver- 
schiedenen Versuchen wechselte diese Menge von 50—250 mg. 
Bevor die zu priifende Pepsinlédsung zugesetzt wurde, brachte 
ich in jedes Rohrehen soviel 0,1°/oigen HCl, dai nach dem 
Pepsinzusatz das ganze Volumen 10 ccm betrug. Das Pepsin 
wurde erst zugesetzt, nachdem das Fibrin wenigstens 10 Minuten 
unter der Salzsiiture gestanden hatte, da das Fibrin, wenn es 
nicht vollig geschwollen ist, weniger schnell verdaut wird. 
Nach dem Pepsinzusatz wurde der Inhalt jedes ROhrchen ein- 
mal in der Minute gut gemischt, durch Riihren mit einem Glas- 
stab, oder durch das mit dem Daumen geschlossene Roéhrchen 
einmal umzudrehen. Blieben die Réhrchen wahrend der Di- 
gestion ruhig stehen, so war die Verdauung ungleichmabBig. 

Eine bestimmte Regel wurde auch bei dieser Methode 
nicht gefunden. Wenn aber die Fibrinmenge nicht zu klein 
genommen und die Digestionsdauer nicht zu lange war, wurde 
die Verdauung, ohne betriichtliche Abweichungen, sowohl der 
Zeit als dem Pepsingehalt proportional gefunden. Bei langerer 
Dauer der Digestion, 20 oder 25 Minuten wurde, am meisten 
bei starken Pepsinldsungen, in den letzten Minuten eine an- 
sehnliche Verlangsamung der Verdauung beobachtet, wie leicht 
erkliirlich ist durch die Verkleinerung der Oberflache wo das Pepsin 
angreifen muf, je nachdem mehr vom Fibrin gelost worden ist. 

Wiinscht man die mit verschiedenen Pepsinpraparaten 
erhaltenen Ergebnisse untereinander zu vergleichen, so ist es 
unbedingt nétig, dafB das Fibrin immer in derselben Weise be- 
handelt und aufbewahrt worden ist. Zum Beweis modge fol- 
gendes Beispiel erwahnt werden. 

Frisches Fibrin wurde mit Karmin gefarbt, getrocknet 
und pulverisiert. Ein Teil dieses Pulvers wurde trocken auf- 
bewahrt, ein anderer Teil wurde unter Alkohol gebracht, nach 
zwei Monaten mit Wasser ausgewaschen und wieder getrocknet. 
Jetzt stellte es sich heraus, da8 letzteres Praéparat von Pepsin, 
unter iibrigens genau denselben Verhiltnissen, etwa halb so 
schnell als das nicht mit Alkohol in Berithrung gewesene Fibrin 


verdaut wurde. 
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Farbung des Fibrins mit Berlinerblau, in der von Sahli 
angegebenen Weise, lieferte mir keinen Vorteil. 

Bei der Priifung der Volhardschen Methode fand ich 
groBere Abweichungen der Verdauungsgeschwindigkeit, sowohl 
in bezug auf die Digestionszeit, als in bezug auf den Pepsingehalt, 
als bei den Methoden von Mett und von Griitzner. Weil die 
Volhardsche Methode auferdem umstiindlicher ist, scheint die- 
selbe mir fiir Pepsinbestimmung nicht empfehlenswert zu sein. 

Beim Gebrauch der Methode von Fuld und Levison 
stieS ich auf eine Schwierigkeit von anderer Art. 

Ich fiihrte diese Methode so aus, dafi zu 1 ccm 0,1°/oiges 
Edestin in 0,11°/oiger HCl gelést, 3 cem 0,1°/oiger HCl und 
1 ccm, gewohnlich in 1°/oiger HCl geléstes Pepsin, zugesetzt 
wurde. Jetzt wurde bestimmt, nach wie langer Zeit die Lésung 
durch Zusatz von 2 ccm einer gesittigten NaCl-Lésung nicht 
mehr getriibt wurde. Ich fand dabei, dab die Zeit, in welcher 
das Edestin, unter tibrigens denselben Verhiltnissen, soweit 
verdaut war, der Pepsinkonzentration ziemlich genau pro- 
portional war. Das war aber nur so lange der Fall, als in 
den verschiedenen Versuchen Pepsin derselben Tierart ver- 
glichen wurde. Beim Vergleich von Pepsin des Hundes mit 
demjenigen des Schweines, stellte es sich heraus, daf das erst- 
genannte das Edestin nicht unbetriachtlich schneller verdaute 
als das Schweinspepsin, obgleich letzteres, nach den Methoden 
von Mett und von Griitzner untersucht, gréfere verdauende 
Kraft zeigte, als dasjenige des Hundes. Diesen Unterschied 
fand ich nicht nur in bezug auf das gereinigte Pepsin, sondern 
auch beim mittels Salzsiure bereiteten Extrakt. der Magen- 
schleimhaut. So fand ich die verdauende Kraft eines Schweins- 
magenextraktes, nach Fuld-Levison untersucht, derjenigen 
einer 0,2°/oigen, nach Mett und nach Griitzner einer 0,81 
bis 0,85°/oigen Lisung vom Pepsin des Hundes gleich. Dieser 
Befund macht es mir zweifelhaft, ob die Edestinmethode, wenn 
sie auch empfindlich und ziemlich leicht ausfiihrbar ist, als all- 
gemein anwendbar betrachtet werden darf. Auferdem habe 
ich bei vergleichenden Versuchen gefunden, da’ die Empfind- 
lichkeit dieser Methode nur dann grok ist, wenn man die Ge- 

14* 
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schwindigkeit, mit welcher das Edestin verdaut wird, mit nicht 
viel weniger als 10 Verdiinnungen der Pepsinlésung untersucht, 
wodurch die Methode ein wenig umstindlich wird. 

Methoden zur Bestimmung des Pepsingehalts von Fiissig- 
keiten sind in erster Stelle erwiinscht fiir die Klinik. Von 
solchen Methoden mufi verlangt werden, da sie leicht aus- 
fiihrbar sind und schnell Ausschlag geben. Dieser Forderung 
geniigen die Griitznersche und Mettsche Methoden. Die erst- 
genannte kann sogar sehr schnell, innerhalb einer Viertel- 
stunde, das Ergebnis liefern. Auch ist diese Methode duferst 
empfindlich, sodaBh es mdéglich ist, damit die verdauende Kraft 
eines Magensaftes zu bestimmen, welcher so schwach wirkt, 
dafi mit der Mettschen Methode kaum oder gar keine Ver- 
dauung gefunden wird. Nur muf in Betracht genommen werden, 
dal} ausgeheberter Magensaft wohl immer die Verdauung hem- 
mende Stoffe enthilt und deshalb vor der Priifung mit Salz- 
siiure der gewiinschten Stiérke verdiinnt werden mub. 

Die Bestimmung selbst ist, beim Gebrauch von Griitzners 
sehr zweckmiibigem Kolorimeter, leicht und schnell auszuftihren. 
Die Bereitung des Karminfibrins ist, weil dasselbe, fiir die Zu- 
verliissigkeit des Ergebnisses, sehr gleichmabig fein zerrieben 
sein mu, ein wenig miihselig und zeitraubend, die Schwierig- 
keit ist aber nicht grof, weil man einen betrachtlichen Vorrat 
zu gleicher Zeit machen kann, der, trocken aufbewahrt, sehr 
lange Zeit brauchbar bleibt. Wichtiger, in bezug auf die An- 
forderungen, welche die Ausfiihrung der Methode stellt, ist es, 
daf fiir jede Bestimmung gleiche, mit geniigender Genauigkeit 
abgewogene Fibrinmengen in einige ROhrchen gebracht werden 
miissen und dafi es notwendig ist, wiahrend der Verdauung, 
zur gleichmiifbigen Verteilung des Fibrins, die Fliissigkeit wieder- 
holt, z. B. 1 mal in der Minute, zu riihren, sodafi wahrend des 
gvanzen Versuches die Aufmerksamkeit des Untersuchers vollig 
in Anspruch genommen wird. Die Unterbrechung der Digestion 
findet in sehr einfacher Weise, durch Filtrieren tiber Glaswolle, 
was nur einige Sekunden erfordert, statt. Man kann dann, 
ohne grofe Fehler, den Pepsingehalt der Intensitaét der roten 
Farbe, welche die Fliissigkeit zeigt, proportional stellen. 
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Es ist wiinschenswert, die Digestion nicht lange Zeit, im 
allgemeinen nur 5 bis 10 Minuten, dauern zu lassen, weil, 
wie ich in zahlreichen Versuchen gesehen habe, bei liingerer 
Dauer, infolge der Verringerung der noch nicht aufgelésten 
Pepsinmenge, die Wirksamkeit des Pepsins allmihlich schwicher 
zu werden scheint. So wiirde man, beim Vergleichen von zwei 
Losungen von verschiedenem Gehalt, bei einer Verdauung von 
z. B. 20 Minuten, wenn wenigstens die Fibrinmedge nicht sehr 
grofs genommen war, in der stiérksten von beiden den Pepsin- 
gehalt relativ zu klein finden. Bei der Mettschen Methode 
wird das Ergebnis erst nach mehreren Stunden, gewoéhnlich 
sogar erst nach einem Tag, erhalten. Dagegeniiber steht der 
grobe Vorteil, dai die Ausftihrung nur sehr wenig Zeit in An- 
spruch nimmt und nur Hilfsmittel fordert, welche auch im ein- 
fachsten Laboratorium ftir klinische Untersuchungen immer vor- 
handen sind, einen auf KOrpertemperatur erwiirmten Brutofen 
und ein Mikroskop mit Okular- und Objektivmikrometer. Hat 
man einmal ein Mikroskop mit sehr schwacher VergréSerung 
(ich gebrauchte immer Obj. 3 von Leitz, nach Abschrauben der 
Frontlinse) und Okularmikrometer zur Hand, so braucht man 
fiir die Kontrolle der Teilschale mittels Objektivmikrometer, 
und zur Messung der zwei verdauten Eiweifisiiulchen in jedem 
der zwei Réhrchen, nicht mehr als einige Minuten. Ofters ist 
die Grenze des unverdauten Eiweifbes nicht vollig scharf; die 
hierdurch verursachte Unsicherheit braucht aber, wenn die 
Rohrchen gut hergestellt sind, nicht mehr als 0,1 bis 0,2 mm 
zu betragen. Unbedingt notwendig ist es aber, die Réhrchen 
sorgfiiltig zu bereiten. Das oben beschriebene Verfahren hat 
mich immer ganz befriedigt. Es ist leicht, ein paar hundert 
Rohrehen zu gleicher Zeit herzustellen. In 0,2°/oiger Salz- 
siure, mit einigen Thymolkrystallen aufbewahrt, bleiben die- 
selben, bei gewGhnlicher Zimmertemperatur, Monate lang un- 
verandert. Enthalten die Rohrchen aber Luftbliischen, dann 
koénnen bei der Messung begreiflicherweise grofe Fehler ge- 
macht werden. Deshalb ist es so wichtig, dafB das Eierklar, 
bevor es in die Réhrchen aufgesogen wird, einige, am besten 
24 Stunden im luftleeren Raum gestanden hat. 
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In Ubereinstimmung mit den meisten Autoren fand ich, 
daf man die Pepsinkonzentration, wenn diese wenigstens der- 
artig ist, daB die Verdauung in 24 Stunden nicht viel mehr 
als 4 mm (2 mm an jedem Ende) betragt, ohne Fehler von 
Bedeutung, dem Quadrat der Anzahl Millimeter verdauten Ei- 
weibes proportional setzen kann. 

Die Methode wiirde unnotig umstindlich gemacht werden, 
wenn man die Rohrchen wiihrend der Verdauung in Bewegung 
hielt, wobei, wie ich mitgeteilt habe, die Verdauungsgeschwindig- 
keit zwar zunimmt, die Quadratregel aber unverandert bleibt. 

Ist der Pepsingehalt der zu priifenden Fliissigkeit sehr 
klein, so wird das Hihnereiweif so langsam geldst, daf die 
Mettsche Methode nicht mehr brauchbar ist. Dann gibt aber 
die Griitznersche noch deutliche Ausschlige. 

Die Empfindlichkeit der Mettschen Methode kann erhoht 
werden, indem man die Réhrchen, statt mit Hihnereiweif, mit 
Blutserum beschickt und das zur Gerinnung bringt. Mit Ver- 
suchen in dieser Richtung habe ich mich aber nicht beschaftigt, 
weil ja, auch bei déuBerst schwach wirkendem Magensaft, die 
Griitznersche Methode allen billigen Anforderungen geniigt. 

Mittels dieser beiden Methoden ist es also méglich, mit 
einfachen Hilfsmitteln und in wenig zeitraubender Weise, den 
Pepsingehalt irgend eines Magensaftes, in Verhiltnis zu dem- 
jenigen einer andern Pepsinlésung, zu bestimmen. Zwar wird 
dabei eine Genauigkeit, wie man diese bei chemischen Unter- 
suchungen gewohnt ist zu fordern, keineswegs erreicht. So 
groBh braucht aber bei klinischen Untersuchungen die Genauig- 
keit meistens nicht zu sein. Die Schwankungen der chemischen 
Anderungen im menschlichen Kérper sind so groB, und von 
so vielen unberechenbaren Verhialtnissen abhangig, dab, bei 
der Beurteilung von beobachteten Abweichungen, meistens nur 
betriichtliche Unterschiede beriicksichtigt werden diirfen. So 
ist es auch in bezug auf den Pepsingehalt des Magensaftes. 
Geringfiigige Unterschiede darin veranlassen nicht zu Schlub- 
folgerungen iiber die Funktion der Magenschleimhaut. Betriicht- 
liche Abweichungen lassen sich aber, sowohl mit der Mettschen 
als mit der Griitznerschen Methode leicht und sicher nachweisen. 
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Es ist erwiinscht den in irgend einem Magensaft gefun- 
denen Pepsingehalt in einem festen Maf ausdriicken zu kénnen, 
mittels einer Standardlésung von Pepsin, welche immer in der- 
selben Starke hergestellt werden kann. 

Extrakte von Magenschleimhaut sind dazu nicht brauch- 
bar, weil die verdauende Kraft derselben in verschiedenen 
Fallen zu viel wechselt. Dasselbe muf von den Handelspraparaten 
von Pepsin gesagt werden. Pepsin in der von Pekelharing 
angegebenen Weise bereitet,'!) kann aber, die fiir klinische 
Zwecke erforderliche Genauigkeit in Betracht genommen, als 
Standardpriparat verwendet werden. 

Aus der Magenschleimhaut des Schweines und aus dem 
Magensaft des Hundes hat Pekelharing einen hochkompli- 
zierten Eiweilistoff bereitet, welcher in besonders hohem Mah 
die Wirkung von Pepsin zeigt und diese Wirksamkeit gerade 
bei der Temperatur verliert, bei welcher die salzsaure Lésung 
dieses Eiweifies, bei schneller Erhitzung koaguliert, bei lang- 
samer Erhitzung ohne einen Niederschlag zu geben zersetzt 
wird. Aus dem, mittels Scheinfiitterung erhaltenen Magensaft 
des Hundes bereitet, war dieser Stoff véllig farblos, phosphor- 
frei, und zeigte die elementare Zusammensetzung, obgleich die 
Bereitung nicht immer in derselben Weise stattfand, eine fiir 
Eiweibstoffe befriedigende Konstanz. Auf diese und andere 
Griinde hielt Pekelharing es fiir nicht unwahrscheinlich, da 
dieser Eiweilistoff als das Enzym, Pepsin, selbst betrachtet 
werden diirfte. 

Aus der Magenschleimhaut des Schweines bereitet, war 
dieser Stoff immer, obgleich nur in geringem Mab, mit Farb- 
stoff und mit P-haltigen Bestandteilen verunreinigt. 

In Salzsiiure gelist, verdaut dieser Stoff Eiweif auch 
dann noch kriftig, wenn die Lésung so stark verdiinnt ist, 
daB sie die Xanthoproteinsiurereaktion nicht mehr gibt. Die 
bisweilen gemachie Bemerkung, daB Pepsin nicht ein Eiweib- 
stoff sein kann, da man aus der Magenschleimhaut Extrakte 
darstellen kann, welche EiweiB verdauen und dennoch keine 
Kiweibreaktionen zeigen, ist also nicht stichhaltig. 





*) Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 233 und Bd. 35, S. 8. 
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Soviel ich weif, ist nur Grititzner auf Grund eigener 
Versuchen der Auffassung Pekelharings entgegengetreten. 
Giriitzner bestimmte die verdauende Kraft eines mit Salz- 
siiure aus getrockneter Magenschleimhaut des Schweines be- 
reiteten Extraktes und berechnete, dai dieselbe etwa dreimal 
grober war als diejenige einer Lésung von «reinem Pepsin», 
mit ungefiihr demselben Gehalt an geldésten Stoffen'). 

Diese Berechnung beruhte aber auf Mibverstand. Griitzner 
nahm an, dal} Pekelharing, mit der Mitteilung, dab 0,001 mg 
seines Pepsins, in 6 cem 0,2°/oigem HCl gelést, in etwa 
20 Stunden eine Fibrinflocke verdaute, geglaubt hatte, eine 
Bestimmung der verdauenden Kraft anzugeben, wihrend aus 
dieser Mitteilung tatsiichlich nicht mehr zu lesen war, als eine 
Angabe, aus welcher hervorgehen sollte, daB der von ihm 
bereitele Eiweibstoff kriéftige Pepsinwirkung zeigte. Man kann 
ja doch nicht von einer Bestimmung der verdauenden Kraft 
reden, wenn nichts gesagt wird tiber die GroBe der Fibrin- 
locke, und tiber die Weise, in welcher das Fibrin —- in Alkohol, 
in Glycerin, oder vielleicht anders — aufbewahrt war, was, 
wie ich schon mitgeteilt habe, einen grofen Unterschied macht. 

Spiiter hat Griitzner in liebenswitirdiger Weise das von 
Pekelharing bereitete Pepsin untersucht und neuerdings mit- 
geteilt?), dai er die Wirkung desselben auf Fibrin 20 bis 
30mal stiirker fand als die Wirkung des damit verglichenen 
Extrakt der Magenschleimhaut. 

Diese Substanz, deren besonders grofe Wirksamkeit jetzt 
auch von Griitzner festgestellt worden ist, kann nur wenig 
mit anderen Bestandteilen verunreinigt sein. Fir die ziemlich 
grofe leinheit spricht auch die nahezu konstante Wirksam- 
keit, auch wenn die Priparate nicht in genau derselben Weise 
hergestellt worden sind. Zum Beweise werde ich einige Zahlen 
mitteilen. 

Nach der Mettschen Methode wurde die verdauende 
Kraft von drei Priiparaten bestimmt, in der friiher beschrie- 
benen Weise aus der Digestionsfliissigkeit von fiinf Magen- 


') Pfliigers Archiv, Bd. 144, S. 545. 
*) Pfliigers Archiv, Bd. 161, S. 1. 
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schleimhiiuten des Schweines in 0,5°/oiger HCl bereitet. Die 
Digestion dauerte vier Tage. 

Praparat | wurde mittels Dialyse der klar abfiltrierten 
Digestionsfliissigkeit erhalten. Der Niederschlag wurde, abzen- 
trifugiert, bei 57° C. in méglichst wenig 0,2°/oiger HCI gelést. 
Die bei 37°C. filtrierte LOsung wurde gegen destilliertes Wasser 
dialysiert und das ausgeschiedene Pepsin abfiltriert, in vacuo 
getrocknet und zerrieben. 

Priiparat Il wurde aus der dialysierten und dann zentri- 
fugierten Digestionsfliissigkeit mittels Fiillung mit Bleiessig und 
Ammoniak erhalten. Nach Zersetzung des Niederschlages mit 
Qxalsiiure und Entfernung des Bleioxalates wurde aus der 
Losung, mittels Dialyse, Pepsin gefillt. Das Pepsin wurde 
wieder in 0,2°/oiger HCI gelést. Aus dieser Lisung wurde das 
Pepsin mittels Dialyse ausgeschieden, abfiltriert und getrocknet. 

Priiparat Ill. Die von der Bleifiillung herriihrende, dialy- 
sierte und vom dabei gefalltem Pepsin befreite Fltissigkeit 
wurde mit Ammonsulfat gesittigt. Der Niederschlag wurde, 
miltels Dialyse gegen 0,2°/oige HCl, von Salz_ befreit und 
bei 87° C. in 0,2°/oiger HCl gelést. Aus dieser Lésung wurde 
durch Dialyse wieder ein Niederschlag von Pepsin erhalten, 
welches, ebenso wie die beiden vorigen Priiparate, in vacuo 
getrocknet und zerrieben wurde. 

Zur Bestimmung der verdauenden Kraft dieser Priiparate 
wurde von jedem eine 0,1°/oige Lésung gemacht in 0,2°/oiger 
HCl. Von jeder Loésung wurde 0,5 cem mit 9,5 cem 0,2°/oiger 
HCl und zwei Kiweibréhrchen 24 Stunden digeriert. Jedes 
Schilchen enthielt also 0,5 mg Pepsin. 

Die Messung ergab: 1 5,5 mm, II 5,6 mm, III 5,3 mm. 

Drei andere Priiparate, ganz in derselben Weise aus fiinf 
Magenschleimhiiuten bereitet, wurden ebenso untersucht. 0,5 mg 
von Prap. I verdaute in 24 Stunden 5,3 mm, von Priap. II 5,4 mm, 
von Prap. Ill 5,4 mm. 

Die Unterschiede sind so gering, dal} das in dieser Weise 
hergestellte Pepsin wohl als ein praktisch brauchbarer Standard 
betrachtet werden darf. Wird der Stoff trocken und gegen 
Licht geschiitzt aufbewahrt, so bleibt die Wirksamkeit lange 
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Zeit unverindert. 0,5 mg eines Préparates, welches mehr als 
zwei Jahre im Exsikkator im Dunkeln gestanden hatte, ver- 
daute, in 10 ecm 0,2°%/oiger HCl mit 2 Eiwei$réhrchen 
24 Stunden digeriert, 5,5 mm, also genau ebensoviel als das 
frisch bereitete Pepsin. 

Aus dem, bei Scheinfiitterung erhaltenen Magensaft des 
Hundes bereitetes Pepsin wiirde als Standardpraparat dem 
Schweinspepsin vorzuziehen sein, weil es reiner erhalten 
werden kann, wenn sich der Bereitung desselben in groéferen 
Mengen nicht so grobe Schwierigkeiten entgegenstellten. Ein 
Hund mit querdurchschnittenem Oesophagus fordert eine sehr 
sorgfiltige Verpflegung. Die Nahrung muf jeden Tag durch 
die Magenfistel zugefiihrt und nicht nur sorgfiltig bereitet 
werden, sondern auch mit Riicksicht auf den fortwahrenden 
Speichelverlust und auf den wiederholten Verlust an Chloriden, 
infolge der Sammlung von gr6éferen Mengen von Magensaft, 
zweckmiibig zusammengesetzt sein. Auferdem mu, wegen 
des Abflieben des Speichels am Hals, besonders auf das Rein- 
halten des Tieres geachtet werden. Eine der allerersten Be- 
dingungen fiir das Erhalten von normalem, kraftig wirkendem 
Magensaft ist ja, dali’ der Hund in jeder Hinsicht gut genahrt 
und gesund bleibt. 

Man ist dann aber noch nicht immer sicher, einen 
allen Anforderungen geniigenden Magensaft zu erhalten. Ich 
stief} bei dem zu meiner Verfiigung stehenden Hund auf eine 
Schwierigkeit, welche bei dem friiher von Pekelharing fiir 
seine Untersuchungen gebrauchten Hund sich nicht zeigte. 
Obgleich die Gesundheit des Hundes, besonders in bezug auf 
die Verdauung, nichts zu wiinschen tibrig zu lassen schien, 
war doch der Magensaft erst sehr wenig, spéter aber allmah- 
lich mehr, mit bréunlichem Schleim vermischt. Nur mittels 
Filtration durch zusammengepreften Brei von Filtrierpapier 
konnte der Saft véllig klar und farblos erhalten werden. Erst 
nach lingerer Zeit wurde die Ursache dieser Abweichung klar. 
Infolge von Bindegewebswucherung neben der Kantile war 
eine Schleimhautfalte, der inneren Platte der Kaniile entlang, 
in die Richtung der Offnung, gedrungen. SchlieBlich wurde 
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die Falte so weit vor die Offnung der Fistel geschoben, dab 
es nicht mehr moglich war, die Nahrung durch die Fistel in 
den Magen hineinzubringen, sodafi der Hund fiir meinen Zweck 
vollig unbrauchbar wurde. Als diese Schleimhautfalte in der 
Kaniile sichtbar wurde, stellte es sich heraus, dab sie erodiert 
war und bei der geringsten Beriihrung blutete. So wurde es 
begreiflich, dafi schon einige Monate, bevor der hervorgeschobene 
Schleimhautwulst sichtbar wurde, der Magensaft mit ein wenig 
blutigem Schleim verunreinigt wurde. Diese Verunreinigung, 
wie geringfiigig sie auch war, verminderte die Wirksamkeit 
des Pepsins nicht unbetrichtlich. Das mittels Dialyse des fil- 
trierten Magensaftes ausgeschiedene Pepsin léste sich, auch 
bei Erwiirmung auf Kérpertemperatur, nur schwierig in 0,2°/oigem 
HCl und zeigte eine relativ geringe verdauende Kraft. Bei der 
Dialyse dieser neuen Lésung gegen destilliertes Wasser wurde 
Pepsin gefillt, welches nicht besser, bisweilen sogar noch 
schwiicher wirksam war. Ich lasse hier einige Beispiele folgen. 

Von zwei Priparaten, I, mittels Dialyse des Magensaftes, II, 
durch Lésung des so gebildeten Niederschlages in 0,2°/oigem 
HCl und nochmaliges Dialysieren, bereitet, wurden 0,04°/oige 
Léosungen in Q,2°/oiger HCl gemacht. Von beiden Lésungen 
wurden je 10 ccm mit zwei Mettschen Rohrchen bei 38° C. 
digeriert. Die Verdauung betrug: 


nach 6 Stunden 1 1,17 mm tf 1,15 mm 
» 2 » I 5,70 » Il 5,68 >» 
Beide Priiparate verdauten also das Eiweif in gleicher 
Geschwindigkeit. 


Dieselben Losungen wurden nach Griitzners Methode 
untersucht. 

In 5 Réhrchen, je mit 50 mg Karminfibrin und 9 cem 
0,1°/oiger HCl, wurde gebracht: 


a) 1 ccm 0,04°/oiges Pepsin 


b) ‘/2 » » > und '/: ccm 0,2°%sige HCl 
c) fs» » > >» 8/3 >» > > 
d) '/4 >» > » 3% 

e) "Is > » P » A > > > 


Das Fibrin war vor dem Pepsinzusatz 20 Minuten mit der 
Salzsiiure in Beriihrung gelassen. 
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Die kolorimetrische Bestimmung gab die folgenden Werte: 

nach 10 Min. I a) 17 b) 10 c)06 dj) 04 e) 03 

10 » IL aj) 165 b) 10 ¢) 06 d) 05 e) 0,25 

15 > i a) 26 b)1,5 c) 1,0 d)907 e)05 

6 » H a) 25 b)1, j.c)09 d)0,7 ~ e) 0,5 
Auch in dieser Weise wurden also die Praparate gleich 

stark gefunden. SchlieBlich wurden die beiden Losungen nach 

Fuld-Levison untersucht. In jedes von je 5 Rohrchen wurde 

vebracht: 1 cem 0,1°/oiges Edestin mit 3 ecm 0,1°/oiger HCl und 

1! ecm Pepsinlisung, genau so wie in dem vorigen Versuch 

mit O,2°/oiger HCl verdiinnt. Der Versuch wurde in 3 Reihen, 

mit verschiedener Digestionsdauer, angestellt und ergab folgendes: 


Pa 


nach 5 Min. I a) — b)+ ce) ++ da++ e)++ 
5 » HT ab— bt ott dad++e++ 

10 la)— b—- c+ dj) +--+ e) ++ 

>» 10 >» Th a)-—- by)— oc) + dj)t+-+- e)+-—+ 
15 Il aj)— b—- QO— d) + e) ++ 

b >» HT a— b— oj— d) -+- e) +--+ 


Kin Unterschied zwischen beiden Priiparaten wurde also 
auch hier nicht gefunden. 

In anderen Fiillen aber war es anders, wie aus folgendem 
Beispiel hervorgeht. 

Zwei Priiparate, I und II, ganz in derselben Weise wie 
im vorigen Fall bereitet, wurden untersucht. 

1° nach der Mettschen Methode. 

Von jedem Priiparat wurden zwei LOsungen gemacht in 
0,2°/oiger HCl, die eine mit 0,01°/o, die andere mit 0,005°/o0 
Pepsin. 10cem jeder Lésung wurde 20 Stunden mit je zwei 
Kiweifréhrehen digeriert. Die Verdauung betrug: 

I 0,01°/o 2,57 mm 0,005 °/o 1,63 mm 
I O,01°%> 1,83 » 0,005 °%o 1,27 » 

Nach der Borissowschen Regel wiirde also das Ver- 
hiltnis der Konzentration in I und Il sein: (2,57)? : (1,83), 
oder (1,63)? : (1,27)%, also 1,9: 1, oder 1,65: 1. 

2° nach der Griitznerschen Methode. 

Von jedem Priiparat wurde eine Lésung in 0,2°/oiger HCl 
gemacht mit 0,04°/o Pepsin. In zwei Reihen von je 4 ROhrchen 
mit 50 mg Karminfibrin und 9 cem 0,1°/oiger HCl, wurde, nach- 
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dem das Fibrin 20 Minuten mit der Saéure in Beriihrung gelassen 
war, in den unten angegebenen Verdiinnungen, Pepsin zuge- 
setzt. Nach 15 Minuten wurde die Verdauung bestimmt. 


1 cem 0,04°/oiges Pepsin ae ee | 7.1 Il 4,8 
Wg > > und ‘4/2 ccm 0,2°%oiger HCl 1 38 IL 2,4 
te ; > > % » , » 120 I 14 
, 1) 109 IL 07 


i » » >» » /3 . 


Nach dieser Bestimmung wirkt I etwa 1!/2 mal so stark als II. 
39 wurde die Edestinmethode angewandt. 

Zwei Reihen von Roéhrchen, mit je 1 cem 0,1 °/oiger Edestin- 
lésung und 3 cem 0,1°/oiger HCl wurden mit Pepsin versetzt, in 
derselben Verdiinnung als im vorigen Versuch nach Gritzner. 
Nach einer Digestionszeit von 10 Minuten trat der Unterschied 
nicht deutlich hervor. Bei I sowohl wie bei II blieb die Lésung, 
nach Kochsalzzusatz in den R6hrchen, wo 1 oder !/2 ecm Pepsin- 
lisung zugesetzt war, ganz klar, wahrend das Roéhrchen mit 
1/; eem Pepsin bei I zwar weniger getriibt wurde wie bei II, 
aber doch nicht klar blieb. 

Ich habe deshalb den Versuch wiederholt mit zwei Reihen, 
jede von 10 Rohrchen, unter Zusatz von 1, 0,9, 0,8, 0,7..... 
bis 0,1 eem der Pepsinlésung, mit soviel 0,2°/oiger HCI, dab 
das Volum immer 1 cem betrug. 

Jetzt wurde folgendes gefunden: 


Pepsin 1 OY O08 0,7 0,6 0,5 0,4 0.3 0,2 0.1 


nachdMin. | — — — — — 4 ++t44+ 44 44 
5 > — — + +4 44 +4 +4 +4 44 
>10 > l- —- —- — — — — — -+- +- + 
>10 > i- —- — —> — 7 ‘om +. 4-4. 44 


Also: in 5 Minuten ist das Edestin verdaut von 0,24 mg 
von I und von 0,32 mg von II; in 10 Minuten von 0,12 von 
I und von 0,16 von II. Nach dieser Bestimmung wiirde also 
I etwa 1,3 mal kriiftiger sein als II. 

Ich erwihne diesen Versuch auch als ein Beispiel, dah 
die Edestinmethode die Proportionaiitét der Verdauung mit der 
Digestionszeit sehr gut hervortreten laBt, da® aber die Empfind- 
lichkeit der Methode erst groB wird, wenn viele Verdiinnungen 
untereinander verglichen werden. In letzterer Hinsicht ver- 
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dient die Methode von Grititzner, und auch die von Mett den 
Vorzug. 

Immer war das Pepsin, welches nach Entfernung eines 
Teiles davon aus dem Magensaft, mittels Dialyse, durch halb 
Sattigen mit Ammonsulfat gefallt wurde, kraéftiger wirksam, 
wenn auch nicht so kriftig als das Pepsin aus dem Schweins- 
magen. 

Ich gebe hier einen Versuch, in welchem vier Priaparate 
untereinander verglichen wurden. I und II hat dieselbe Be- 
deutung als in den soeben erwaéhnten Versuchen. III ist aus 
dem Magensaft des Hundes, nach Dialyse und Entfernung des 
dabei entstandenen Niederschlages mittels der Zentrifuge, durch 
halb Séttigen mit Ammonsulfat gefalltes und dann weiter in 
der gewOhnlichen Weise gereinigtes Pepsin, IV ist Pepsin vom 
Schwein. Von jedem Priiparat wurde eine 0,04°/oige und eine 
0,02°/oige LOsung gemacht in 0,2°/oiger HCl. Von jeder Losung 
wurde 10 ccm mit 2 Mettschen R6hrchen 16 Stunden digeriert. 
Es wurde gefunden: 


I II Ill IV 
0,04 °/o 4,33 mm 4,38 mm 6.67 mm 8,92 mm 
0,02%o 312 » 3,12 » 483 » 7,05 » 
Die Quadrate dieser Zahlen verhalten sich als: 
I II Ill IV 
0,04 °/o 1 1,02 2,37 4,24 
0,02 %Jo 1 1 2 4 5,1 


Zur Untersuchung nach der Griitznerschen Methode 
wurden von jedem Praparat vier Ldsungen gemacht in 0,2°/oiger 
HCl, eine von 0,04°/o, eine von 0,02°/o, eine von 0,01 °/o und eine 
von 0,005°/o. Von jeder davon wurde 1 ccm in ein Roéhrchen 
mit 50mg Karminfibrin und 9 ecm 0,1°/oiger HCl gebracht, nach- 
dem das Fibrin eine halbe Stunde mit der Saéure in Beriihrung 
geblieben war. Die Digestion dauerte, da die Zimmertemperatur 
ungewohnlich niedrig war, 30 Minuten. Dann wurde gefunden: 


I II I] IV 
0,04 %o 3.45 3,40 7,0 7,9 
0,02 Jo 24 2.2 5,0 5,7 
0,01 °/o 12 1,2 3,95 47 


0.005°%o 06 0,6 29 3,8 
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Nach beiden Methoden wurde also die verdauende Kraft 
von I und II gleich gefunden, wiihrend III doppelt so kraftig 
wirksam war. Der Unterschied zwischen dem Pepsin des 
Hundes und demjenigen des Schweines zeigte sich bei der 
Mettschen deutlicher als bei der Griitznerschen Methode. 
Dabei ist aber in Betracht zu nehmen, daf, wie schon friiher 
gesagt, die Griitznersche Methode, bei kriftiger Verdauung, 
wobei die Fibrinmenge schnell abnimmt, leicht zu _niedrige 
Zahlen gibt. In diesem Fall ist vielleicht auch mit der 
Mettschen Methode die verdauende Kraft etwas zu klein ge- 
funden, besonders bei der 0,04°/oigen Lésung, welche beinahe 
9 mm verdaut hatte. Wenn die Lange der aufgelésten Ei- 
weibsiulchen an jedem Ende 3 mm iiberschreitet, wird die 
Verdauung merkbar verlangsamt. 

Ich fiige hier noch einige Beobachtungen hinzu, welche 
verschiedene, in der oben angegebenen Weise bereitete Prii- 
parate betreffen, I, mittels Dialyse aus dem Magensaft gefiilt, 
I], durch Lésen von I in 0,2°/oiger HCl und nochmaliger Dialyse, 
Ill, durch halb Sa&ttigen mit Ammonsulfat der, mittels der 
Zentrifuge von | befreiten Flissigkeit, und Fillung des von 
Salz befreiten Pepsins mittels nochmaliger Dialyse. 

Es wurden von I 7, von II 3 und von III 4 Praparate 
untersucht, in der Weise, dai wieder je 0,5 mg Pepsin in 
10 ccm 0,2°/oigem HCl mit zwei ROhrchen 24 Stunden digeriert 
wurden. Die Messung ergab: 


I II II 
2,4 mm 2.2 mm 4,4 mm 
20 » 23 >» 4,0» 
2,2 » 2,1 » 4,6 >» 
19 » — 48 » 
2,2 » a -- 
1,8 > — — 
2.6 » _ yan 


Aus diesem Befund braucht noch nicht gefolgert zu werden, 
dafi zwischen I und II einerseits und III andererseits der Unter- 
schied in Reinheit, was die Menge der verunreinigenden Be- 
standteilen anbetrifft, gro®B war. Der Magensaft des Hundes 
enthaélt wohl immer etwas Schleim. Dieser ist aber durch Fil- 
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tration leicht zu entfernen. Hier aber war der Saft auBerdem 
mit Blut und Gewebesaft, wenn auch in geringer Menge, ver- 
unreinigt und nur mit Miihe, durch Absaugen durch zusammen- 
gepreftes Filtrierpapier, vollig zu kliren. Es ist sehr wohl 
denkbar, dafi die schwiichere Wirkung der beiden erstgenannten 
Priparatenreihen an Verunreinigung mit einer die Pepsin- 
wirkung hemmenden Substanz zuzuschreiben ist, einem Anti- 
pepsin, wenn man solch einem Namen einige Bedeutung bei- 
legen will, einer unbekannten Substanz, von welcher man aber 
weil, dafi sie in geringer Menge einen bedeutenden Einfluf 
iiben kann. 

Ks schien mir nicht unmdglich diese Voraussetzung zu 
priifen. 

Wenn die schwiichere Wirkung von Verunreinigung mit 
unwirksamen Stoffen abhéngig ist, so wiirde, bei Vermischung 
eines schwach mit einem stiirker wirksamen Priiparat, in be- 
kannter Menge, die Wirkung des Gemisches derjenigen der 
Summe der Teile gleich sein miissen. Enthilt aber das schwach 
wirkende Pepsin eine die Eiweifbverdauung hemmende Substanz, 
so wiirde dieselbe, in das Gemisch aufgenommen, aller Wahr- 
scheinlichkeit nach, ihren Einflu8 auch auf das kraftiger wirk- 
same Pepsin gelten lassen und wiirde also die Verdauung 
schwiicher gefunden werden miissen als der Summe der ge- 
brauchten Enzymmengen entspricht. 

Auch wiirde man sich denken kénnen, daB nicht I und Il 
verunreinigt sind, sondern das III eine aktivierende Substanz 
enthiilt. welche, besser als durch Dialyse, von Ammonsulfat 
gefillt wird. In diesem Fall wiirde die verdauende Kraft des 
Gemenges gréber als der Summe der gebrauchten Pepsin- 
mengen entspricht, gefunden werden missen. 

Drei Versuche wurden folgenderweise angestellt. 

Von durch Dialyse aus dem Magensaft gefalltem Pepsin | 
und von, aus der davon abzentrifugierten Fliissigkeit mittels 
Ammonsulfat gefiilltem, kraftiger wirksamem Pepsin III wurden, 
in 0,2°/oiger HCl, 0,1°/oige Lésungen gemacht. Dann wurde 
5 eem von | mit 5 ecem von III vermischt. 

Von jeder dieser 3 L6sungen wurde 0,5 ccm mit 9,5 ccm 








re 
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0,2°/oiger HCl wihrend 24 Stunden mit 2 Eiweibrohrchen 
bei 38° C. digeriert. Jedes Schilchen enthielt also 0,5 mg 
Pepsin. Aus der Zahl der von I und von III verdauten Milli- 
meter konnte berechnet werden, wie viele Millimeter von dem 
Gemisch gelist werden muBten, falls die geringere Wirksamkeit 
von I von Verunreinigung mit an sich unwirksamen Stoffen 
abhingig war. 

Ist a die Zahl der von I und b die Zahl der von Ill 
verdauten Millimeter, so ist, nach der Borissowschen Hegel, 
die Pepsinkonzentration im Gemisch, wenn diejenige in I = 1 


cesetzt wird, 3 2 (1 + 


9 

) Nennt man die Zahl der vom Ge- 
a 

— — | b® ; 
misch aufgelésten Millimeter x, so ist 1:12 (1 + —} = a?: x?, 


a? 
also x = "2 V (a? + b?). 


Gefunden: A I 23 mm Ill 4,6 mm Gemisch 3 mm (ber.: 3,6 mm). 
B I 1.9 » Ill 4.3 > > 3 » ( » 3,33 a * 
Gigs . Il] 4,5 » > 3 » ( » 3,56 > ). 


In allen drei der Versuche war also die verdauende 
Kraft des Gemisches kleiner als erwartet werden mufte, wenn 
es keine die Verdauung hemmende Stoffe enthielt. 

Es ist also wohl als wahrscheinlich zu betrachten, dai 
der von mir untersuchte Magensaft des Hundes, infolge der 
Erosion eines kleinen Teiles der Magenschleimhaut, Stoffe ent- 
hielt, welche imstande sind Eiweifi gegen die Pepsinwirkung 
zu schitzen und welche bei der Dialyse leicht, wenigstens 
zum Teil, mit dem Pepsin gefallt werden. 

Dafi das dann noch gelést bleibende Pepsin, welches 
dann durch halb Sittigen mit Ammonsulfat aus der Losung 
gefallt werden kann, in Wirksamkeit vom Pepsin aus der 
Magenschleimhaut des Schweines iibertroffen wird, ist kein 
Beweis, dai das Pepsin des Hundes anderer Art ist als das 
Pepsin des Schweines, kann aber vielleicht einer nicht voll- 
stindigen Fillung des «Antipepsins» bei der Dialyse zuge- 
schrieben werden. 

Fiir diese Annahme spricht die Beobachtung, dab es 
moglich war, aus dem Magensaft, mittels Ammonsulfat, Pepsin 
zu bereiten, welches beinahe ebenso kriiftig wirkte als das 
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Pepsin des Schweines, wenn namlich, durch VergréSerung 
der eYst gefillten Pepsinmenge, die Méglichkeit erhOht wurde 
einer mehr vollstindigen Fallung der hemmenden Stoffe. 

Dazu wurde der Magensaft nicht, wie gewohnlich, sofort 
dialysiert, sondern nach Abstumpfung der saueren Reaktion 
mittels Ammoniak, halb mit Ammonsulfat gesattigt, den Nieder- 
schlag von Salz befreit, in méglichst wenig 0,2°/oiger HCl bei 
38° C. gelést und dann wurde aus dieser Lésung das Pepsin 
wieder durch Dialyse gefillt. Die Konzentration der Pepsin- 
l6sung war durch diese Behandlung betrachtlich hodher ge- 
worden als diejenige des Magensaftes und infolgedessen wurde 
bei der Dialyse viel mehr Pepsin gefallt als aus dem unver- 
iinderten Magensaft erhalten wurde. Was jetzt noch im Dialy- 
sator gelist blieb, wurde, in gewohnter Weise, mit Ammon- 
sulfat gefillt, in HCl gelést und mittels Dialyse wieder gefillt. 

Zweimal wurde die verdauende Kraft des letztgenannten 
Niederschlages bestimmt. Von jedem der beiden Priaparate 
wurde 0,5 mg in 10 ccm 0,2°/oigem HCl mit zwei Eiweib- 
rohrchen 24 Stunden digeriert. In einem Fall betrug die Ver- 
dauung 5,O mm, im anderen 4,8 mm, wihrend beim Schweins- 
pepsin die Verdauung, bei demselben Pepsingehalt und der- 
selben Digestionszeit, nur wenig mehr als 5 mm betrug. 

Man hat keine Ursache das Vorhandensein von hem- 
menden Stoffen auch im Schweinspepsin anzunehmen, weil Ja, 
wie gesagt, die in verschiedenen Weisen davon hergestellten 
Priiparate keine nachweisbaren Unterschiede in Wirksamkeit 
zeigen. In Betracht nehmend, dal dieses Pepsin erhalten 
wird, nachdem die Magenschleimhaut 4 oder 5 Tage lang 
mit Salzsiéure digeriert ist, liegt es auf der Hand, zu denken, 
dal solche Stoffe, wenn sie auch in der Magenschleimhaut 
vorkommen, durch diese Behandlung zerstért worden sind. 
Ich habe deshalb untersucht, ob sie vielleicht auch aus dem 
Magensaft des Hundes durch Digestion bei Koérpertemperatur, 
vor der Dialyse, entfernt werden kénnen. Das Pepsin aber 
verdaut, wenn es, wie im reinen Magensaft, nicht gentigend 
von Eiweifstoffen oder Albumosen geschiitzt wird, sich selbst.') 


') Pekelharing, Arch. d. Se. biol., T. XI, p. 37. 
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Aus Magensaft wurde, nach 24stiindiger Digestion bei 38° C., 
nur sehr wenig Pepsin bei der Dialyse gefiallt, welches keine 
kriiftiger verdauende Kraft besa als gewOhnlich bei Pepsin | 
gefunden wurde. Auch wenn ich dem Magensafi erst Fibrin 
zusetzte und es dann 4 Tage lang digerierte, wurde aber das 
daraus, nach Filtration, mittels Dialyse gefiillte Pepsin nicht 
oder kaum kriiftiger als gewohnlich gefunden. 

Auch das Pepsin des Hundes behalt, wenn es trocken 
und gegen Licht geschiitzt aufbewahrt wird, seine Wirksam- 
keit lingere Zeit. 

Drei Priiparate von Pepsin des Hundes, I, Il und III, 
(diese Zahlen haben dieselbe Bedeutung als in den oben be- 
schriebenen Versuchen), wurden nach Mett und nach Griitz- 
ner untersucht. Jedesmal wurden je zwei Eiweibréhrchen 
24 Stunden digeriert mit 0,4 mg Pepsin in 10 cem 0,2°/oiger 
HCl, wéahrend fiir die Grititznersche Methode jedesmal an 
100 mg Karminfibrin mit 8 cem 0,1%/oiger HCl, nach 10 Minuten 
Stehen, 2 ccm Pepsinlésung in 0,2°/oiger HCl zugefiigt wurde, 
und zwar so, dai auch hier jedes Rohrchen 0,4 mg Pepsin 
enthielt. Die Digestion wurde nach 5 Minuten durch Filtrieren 
liber Glaswolle, unterbrochen. Die Bestimmung wurde, wiihrend 
das Pepsin im Exsikkator im Dunkeln aufbewahrt wurde, nach 
39 und noch einmal nach 63 Tagen wiederholt. Der Befund war: 


Mett I II il Gritzner | il Ill 
frisch 2.1mm 1.66mm 3,1 mm 1 093mm = 1,5mm 
nach 3d T. 2,22 » 192 » 31 » 1 093 » 1,62 > 
> 63>» 23 2,04 » 3,28 » 1 1,04 >» 1,76 » 


Von einer Abnahme der Wirksamkeit kann sicher nicht 
die Rede sein. Die Unterschiede sind so klein, daB ich es 
nicht wage, daraus auf ein Verschwinden von hemmenden 
Stoffen zu schlieBen. 

Ich komme also zu dem SchluB, dafS, wenn man den 
Pepsingehalt von Magensaft zu bestimmen wiinscht, man mit 
der Mettschen sowohl als mit Griitznerschen Methode mit 
praktisch geniigender Genauigkeit diesen Zweck erreichen kann 
und da, als ein zum Vergleich brauchbarer Mafstab, das in 
der beschriebenen Weise bereitete und aufbewahrte Pepsin 
des Schweines verwendet werden kann. 
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In der Regel geniugt die sehr wenig Zeit in Anspruch 
nehmende und nur sehr einfache Hilfsmitttel erfordernde 
Mettsche Methode. Ist aber die Wirksamkeit des Magensaftes 
sehr schwach, oder wiinscht man in sehr kurzer Zeit das 
tesultat zu wissen, dann ist die Grtitznersche Methode vor- 
zuziehen. 

Aus dem Magensaft des Hundes kann zwar das Pepsin 
reiner als aus der Magenschleimhaut erhalten werden, es ist 
aber, wie aus dem Mitgeteilten hervorgeht, nicht leicht, davon 
einen geniigenden Vorrat zu bereiten. Die Magenschleimhaut 
des Schweines dagegen kann wohl immer leicht erhalten 
werden und es ist mOéglich, daraus ohne viel Miihe Pepsin zu 
bereiten, welches, in richtiger Weise aufbewahrt, langere Zeit 
als Standardpriiparat brauchbar bleibt. 








Beitrag zur Salz- und Diuretinhyperglykamie. 


Von 


Dr. Ernst Hirsch. 





(Aus dem Laboratorium des stadtischen Krankenhauses in Wiesbaden.) 
(Direktor: Prof. Dr. W. Weintraud.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Mai 1915.) 


Unter der grofen Zahl von experimentellen Diabetes- 
formen ist nach Pfliiger') der Stichdiabetes, sowie derjenige, 
welcher durch Morphium, Natriumchlorid und Natriumacetat 
hervorgerufen wird, gentigend aufgeklirt. Nicht geniigend unter- 
sucht ist unter anderen die Glucosurie infolge der Einwirkung 
von Diuretin und Coffein. Nach Durchsicht der einschligigen 
Literatur sind jedoch bei den verschiedenen Autoren recht 
differente Angaben besonders iiber den Diabetes nach Ein- 
spritzung von Salzlosungen in das Blut zu verzeichnen. Die 
alten Untersuchungen von Bock und Hoffmann,?) die 
neueren von Underhill und Kleiner,*) Brown,*) Under- 
hill und Clossen®) schienen uns einer Nachprifung wert, 
besonders in Anbetracht des Umstandes, dai der Glucosurie 
parallel laufende Blutzuckeruntersuchungen von diesen Autoren 
gar nicht oder nur in ungentigendem Umfang gemacht wurden 
und daf verschiedene fiir die Beurteilung des Versuches 





1) Pfliger, Das Glykogen, Arch. f. d. g. Physiologie, Bd. 96, 1903. 

*) Bock und Hoffmann, Du Bois Reymonds, Arch. 1871, S. 550. 

3) Underhill u. Kleiner, Journ. of biol. chem., Bd. 4, S. 395, 1908. 

*) Brown, Americ. Journ. of Physiol., Bd. 10, S. 378, 1904. 

®) Underhill und Clossen, Americ. Journ. of Physiol., Bd. 15, 
S. 321, 1906. 
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wichtige Momente wie psychische, Fesselungs- und Narkose- 
hyperglykiimie,!)?) wie wir sie beim Ke ninchen haufig beob- 
achten, nicht gentigend beriicksichtigt wurden. 

Wenn uns auch die Frage der Kochsalzhyperglykimie 
und Glucosurie beim Kaninchen nicht gerade von gr6dferer 
praktischer Bedeutung erschien, wiinschten wir doch in einer 
grofheren Anzahl von Versuchen mittels fortgesetzter, oft 
wiederhulter Harn- und Blutzuckeruntersuchungen diese Frage 
zu kliiren und festzustellen, welche Menge und welche Kon- 
zentration der Salzlosung notwendig ist, um eine solche Blut- 
zuckersteigerung hervorzurufen, dafi Glucosurie eintritt. 

Hierbei wurde mit Riicksicht darauf, daB Fesselung, 
Aufbinden, Freilegen von Gefifen und iiberhaupt alle ope- 
rativen Eingriffe beim Kaninchen in der weitaus grOften Zahl 
der Versuche von einer sehr starken Hyperglykimie und Glu- 
cosurie gefolgt sind, die Versuchsanordnung derart gewahlt, 
daB die kriiftigen und gesunden, schon einige Tage vorher 
an die Laboratoriumsluft gewéhnten Tiere tberhaupt nicht 
auf das Operationsbrett aufgespannt wurden, wenn dies aber 
nicht zu umgehen war, solange gewartet wurde, bis die 
durch das Aufspannen und den psychischen Schock hervor- 
gerufene Hyperglykimie bezw. Glucosurie vollstaindig abge- 
klungen waren. 

Bei den Blutzuckeruntersuchungen bedienten wir uns 
der Bangschen Mikromethode, (jedesmal 3 Analysen), die 
quantitative Untersuchung des Harns erfolgte nach Bertrand. 


Die Tiere wurden im allgemeinen — wenn dies nicht anders 
angegeben ist — am Tage vor dem Versuch wie an den 


iibrigen Tagen mit Runkelriiben und Brotabfall gefiittert. Gegen 
Abkiihlung wahrend des Versuches wurden sie durch dicke 
Decken geschitzt. 

In den beiden folgenden Versuchen wurde physiologische 
(0,85°/0), kérperwarme NaCl-Lésung in die Ohrvene injiziert. 


') Hirsch und Reinbach, Diese Zeitschr., Bd. 87, Heft 2 und 


Bd. 91, Heft 4. 
*) Bang, J., Biochemische Zeitschrift, Bd. 57, S. 238, Bd. 58, 


S. 236. 
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I. Versuch. 
Minnliches Kaninchen 3700 g. Nicht aufgebunden. Gefiittert. 
120 ccm 0,85 °/oige NaCl-Losung intravends. 


———————————————————————————————————————————————————————————— ee? 








Blut- Harn- 
zucker | zucker 
0 0 
930 Blutentnahme Ghrvene. ... . 0,13 
1245 » > oe eee O14 0 
115 120 ccm 0,85°%oige NaCl-Lésung lang- | 
sam in die Ohrvene. . . a aie 
120 Blutentnahme Ohrvene (anderes Ohr). .. | O14 | -- 
130 Harn katheterisiert . ..... — 375 com @ 
150 Blutentnahme Ohrvene. ......6. 0.14 | v 
315 > > ee ae eee 0,12 | 
4 45 > > ee ee ee 0,15 rs) 
p45 > > oe ‘ 0,12 = 
6 30 > > ese 0.12 0 








Il. Versuch. 


Mannliches Kaninchen 3150 g. Nicht aufgebunden. Gefiittert. 


110 ccm 0,85°%oige kéirperwarme NaCl-Lésung in die Ohrvene. 














' Blut-  Harn- | 
zucker | zucker 
19 O15 
f 1100 Blutentnahme Ohrvene. ..... 0,13 7) 
11 30 > > ee ee ee 0.14 — 
1215 110 ccm 0,85°%/oige NaCl-Lésung in Ohr- 
a ee a ee = - 
1230 Blutentnahme Ohrvene. ......... 0,13 _ 
[15 > > + es Oe he ae Ge 0,13 7) 
300 ' re a 
400 > ‘+ i placed aoe eae 0,14 | — 
5 00 > > ck * Se ee 0,11 | a 
6 00 > fe & eS ae a ae ee 0,11 — 
Nachsten Tag Tier tot aufgefunden. Sektion o. B. 
16* 
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III. Versuch. 
Minnliches Kaninchen. 3500 g. Nicht aufgebunden. Frisch gefiittert. 


200 cem 0,85°%oige kérperwarme NaCl-Lésung in die Ohrvene. 


aan) 
| Blut- | Harn- 











| | Tem- 
| zucker zucker | 
| 0/4 Do | peratur 
915 Blutentnahme Ohrvene .... | 0,15 Oo 39,1° 
1000 > -—s 0,16 = — 
1015 100 ccm 0,85 °%/oige NaCl-Lésung 
Ne. ck ek <a A — — a 
1045 Blutentnahme Ohrvene (anderes | 
Ohr) s . eee ee ee ee ee | 0,18 | ~~ 38,9° 
1129 Blutentnahme Ohrvene..... | O18 | — a 
1200 100 ccm 0,85°/oige NaCl-Liésung | 
OE. 6 5 4k HKG — — — 
1230 Blutentnahme Ohrvene ..... | 0,16 -- — 
1 00 > > i ee a ee — 38,8? 
110 Harn katheterisiert. ...... — 120 ccm © — 
130 Blutentnahme Ohrvene .... . 0,15 ‘spontan 0 — 
600 . > cele Ss 016 | a 38,7 ° 
Nichster Tag 999 friih Blutentnahme . 0,12 i) — 








Aus den 3 Versuchen geht hervor, dai trotz Injektion 
betriichtlicher Mengen physiologischer NaCl-Lésung bei starker 
Diurese, keine bemerkenswerte Blutzuckersteigerung eintritt. 

In den folgenden 3 Versuchen wurden noch gréSere Mengen 
k6rperwarmer physiologischer (0,85°/o0) NaCl-Losung intravends 
injiziert. Zu diesem Zwecke muBten die Tiere aufgespannt und 
die Carotis bezw. Jugularis frei pripariert werden. In 2 Fallen 
war dieser vorbereitende Eingriff schon von einer starken Hyper- 
glykiimie und Glucosurie gefolgt. In dem einen wurde die 
NaCl-Lésung auf der Hoéhe der Hyperglykamie injiziert, um 
zu sehen, ob die Injektion noch eine Steigerung des _ but- 
zuckergehaltes hervorruft: in dem anderen wurde das Absinken 
der Hyperglykimie abgewartet und erst bei zuckerfreiem Harn 
der eigentliche Versuch begonnen. 
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IV. Versuch. Weibl. Kaninchen 4600 g aufgebunden. Nicht gefiittert. 
570 ccm 0,85%0ige NaCl-Lésung in die Jugularis ext. 


LL a 


Blutzuck. —— ke or 








09 Oly Ries 
915 Blutentnahme Ohrvene. . ... 6. «| 0,12 | — | — 
10.00 > > 1010 aufgespannt! 0,13 = — _ | 386° 
1045 : > se he ee | Oe 3) | 38,7 ° 
1235 Jugul. priip. Kaniile eingefiihrt ....| 016 | 9 ~- 
130 Blutentnahme Ohrvene......../ O16 | 0 | 37,5 ° 
3.00 ; > eee eed Ge) — ieee 
330 injiziert 50 ccm NaCl, 350 50 ccm | — | 400 g = 


403 60 ccm, 414550 ccm .... 2-2 |] — na we 


445 Blutentnahme Ohrvene ....... | O14 | tarke | 380 
455 injiziert 50 ccm NaCl, 51050 ccm, — | 0 _- 
OD OR a a a ee ers — } — 
600 Blutentnahme Ohrvene. .......-) O13 | — | 381° 
610 injiziert 50 ccm, 638050 ccm... | -- | i) | — 
6@ GO com, 779 GO com « .« « « we % « — | — [= 
720 Blutentnahme Ohrvene....... | O14 | — | 37,8 ° 
900 nachster Tag, Harn .......2.../) — | i) |_— 


V. Versuch. Mannliches Kaninchen 3500 g. Nicht gefiittert. 
Fesselung. Glucosurie. Nachher 435 ccm 0,85 °%/oige NaCl- 


Losung in Carot. bezw. Jugul. 


Blutzuck, Harnzucker | 














oy | Oo _ Temp. 
915 Blutentnahme QOhrvene . . | O11 | 9 38,8 ° 
1()00 > > Se | 012 | — ~- 
1190 Tier aufgebunden, Carotis prip.... . | —- | — — 
1115 Blutentnahme nach beendeter Operation | 0,20 | — 37,6 ° 
1200 Blutentnahme Ohrvene ... . — | 0,28 | — 37,6 ° 
1230 80 ccm 0,85°%/oiges NaCl in Carotia ; | _— "ion oa 
190 Blutentnahme Ohrvene ..-...../| 0,29 | — — 
115 injiziert 55 com NaCl, 13030cem .| — | — = 
245 Blutentnahme .........6-+s 0,25 17¢em 0,6), 36,7 ® 
33040 ccm injiziert..........; — | — ie 
400 Blutentnahme ............/| O24 | — _ | 86,49 
425 Jugul. freigelegt, 50 ccm intravenbs | — | ary tae _ 
530 Blutentnahme ..... . | O28 | = | og 
945 50 cemi.v., 55 30ccem iv., 610 50 ccm iv. — | ~- — 
ig y- ccm | 
| 


6 80 Miteatnalans CRVONE 5 cs te es ct OE 
6 45 50 ccm l. Va * 20©« «© @ @ . 8s a ea — oe 
715 Tier moribund, Krampfe, webiais fo |— 
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Beim aufgebundenen Kaninchen, bei dem die Fesselung 
Hyperglykamie und Glucosurie zur Folge hatte, tritt nach In- 
jektion von 435 cem 0,85°/o NaCl-Lésung keine Hyperglykimie, 
sondern vielmehr ein Absinken des Blutzuckergehaltes und Ver- 
schwinden der Glucosurie auf. Natiirlich soll damit nicht ge- 
sagt sein, dah das Geringerwerden der Hyperglykiamie auf die 
Injektion der Salzldsung zuriickzufthren ist. Betont sei nur, 
dafi durch die Injektion jedenfalls keine Steigerung der Fesse- 
lungshyperglykiimie bewirkt wurde. 


VI. Versuch. 


Weibliches Kaninchen. 5000 g. Nicht gefiittert. 


Fesselung. Glucosurie. Nach Verschwinden der Glucosurie 
570 cem 0,85°oige NaCl-Lésung in die Jugularis. 














Blut. | Harn- | a 

| zucker | zucker | anaes 

| %o | 0/5 | 
945 Blutentnahme Ohrvene .... 1 0,12 | a =: 
1045 > » eee — -— 
1035 Tier aufgebunden ...... J _ — —~ 
119 Blutentnahme Ohrvene.... . 0,27 i) 38,4° 
1200 > , ps cg gee 0,35 9,6 °/o 38,2° 
190 > > a ee Ss 0,28 14ccm 10°/o} + 37,2° 
300 > > ef bakes 020 (58ccem3,9°%7o} 37,3° 
4.00 ; > 5 oe Gael 0.19 /4ccm0,5%o| 37,7° 
§15—530 Jugul. prap. 539 50 ccm, 550 

og A a a — on _— 
690 Blutentnahme Ohrvene .... . 0,14 ) 38,0° 
610 50ccm,62%50ccm, 65550 ccmi1.v. _ starke Diurese _ 
7% Blutentnahme Ohrvene ..... 0,13 G 38,2° 
710 50 cem, 83050 ccemi.v.... — _ 
845 Blutentnahme ......... 0,13 Oo 37,8° 
9% 50ccm, 99070 ccem, 94 60ccmLy. 
BOS) BO CeMiv. . . «2 eos — -~ — 

10° Blutentnahme Ohrvene .... . 0,13 ) 36,8° 
Pewee kg kA Ke ae Ae Oe — o — 
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Injektion von 570 ccm 0,85°/o NaCl-Lésung in die Jugu- 
laris externa ruft nach Verschwinden der Fesselungsglucosurie 
kein neuerliches Ansteigen des Blutzuckergehaltes hervor. Das 
Sinken des Blutzuckers auf die normale HOhe nimmt vielmehr 
seinen gewohnlichen Verlauf. 

In den folgenden 3 Versuchen wurden kleinere Mengen 
einer starker konzentrierten (2,5°/o) NaCl-Lésung dem_ nicht 
gefesselten Kaninchen in die Ohrvene injiziert. 


VIL. Versuch. 
Mannliches Kaninchen. 1700 g. Nicht aufgebunden. Frisch gefiittert. 
40 ccm 2,5°%oige NaCl-Lésung in die Ohrvene. 











Blut- Harn- | Ties 
zucker zucker 
oy 0/9 peratur 
930 Blutentnahme Ohrvene ..... |  O,15 0 38,82 
100) . . aseeee | 
1049 40 ccm 2,5°/oige NaCl-Lésung | 
in die Ohrvene ...--s««- | -- | 
1059 Blutentnahme Ohrvene ..... | 0,16 g | 
1130 ; i <ceveae | Oe | | 38,89 
100 , “i . | o17 | o 


VILL. Versuch. 
Miinnliches Kaninchen. 3620 g. Nicht gefiittert. Nicht aufgebunden. 


60 cem 2,5°%oige NaCl-Lésung in die Ohrvene. 











| Blut- Harn- 
| zucker | zucker _— 
oy V9 peratur 
900 Blutentnahme Ohrvene .... . | 0,11 - | = 
930 , +See se | oe —- | — 
1030 60 ccm 2,5°%oige NaCl-Lésung | i _-— 
indie Ohrvene .....-. | — —— | sae 
1035 Blutentnahme ......... =| O17 — — 
1100 > ss yo higthdech ag Hk a pe 3 0,16 — | =— 
120 > ee ee ee 014 | — | — 
100 > eee Tes 018 | — | 404° 
115 Kathet. Tier sehr erregt . ... . —  62ccm ¢ — 
145 Blutentnahme ........2. =! 0,23 | — —_ 
315 : i+ we v cere 1 Get = 44),1° 
415 : a —- | - 


515 , cine nmeane + Vel S 39,69 
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Die einmalige Steigerung auf 0,23°/o, die rasch wieder ver- 
schwindet, ist auf die starke Erregung beim Katheterisieren 
zuriickzuftihren. 

IX. Versuch. 
Weibliches Kaninchen 2400 g, nicht aufgebunden, nicht gefiittert. 
90 cem 2,5°%oige NaCl-Lésung in die Ohrvene. 


———-- | 














| Blut- | Harn- | aon. 
| zucker | zucker | 
| 0/5 | oo | peratur 
| | 
900 Blutentnahme Ohrvene..... | 010 | a) — 
1000 > ‘i peeks | eT & | — 
1030 > > gee sae Ne | 013 | — /  e 
1045 90 com 2,5°oige NaCl-Lésung in | | 
Gio Ghevenme. « « +s % * se * | o— — | = 
| - spontan | 
On ) , Uy 4 | | ‘ 20 
11 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,15 65.com 0 38,3 
1130 > : 2G 0,16 | — = 
| 
215 J , F — spontan | ag po 
ae Be a aotemn 0,19 | 32 ccm @| 39,6 
1 00 ; . cock bia 019 | — | 405° 
30 , , y4q.~—«| Spontan | 
I eo awe 0,19 30com 9 
3,00 > > : ah et dened 0,15 | — | 38,5 ° 
4.00 > Y wigwing 012 | 6 | 386° 





Die Injektion hat eine héhere Steigerung des Blutzucker- 
gehaltes wie in den friiheren Versuchen zur Folge. Glucosurie 
fehlt jedoch. 

Uberblicken wir die Resultate der angefiihrten Versuche, 
so ergibt sich, daf in keinem Fall durch blofe Injektion selbst 
bedeutender Mengen 0,85°/o und 2,5 °/o NaCl-Lésung Glucosurie 
oder eine dieser entsprechende Hyperglykamie hervorgerufen 
wurde. In den Versuchen V. und VI., in denen die Tiere auf- 
gespannt waren, war es lediglich durch den mit der Auf- 
spannung verbundenen psychischen Reiz zur Hyperglykamie 
und bei Uberschreitung des Blutzuckergehaltes von 0,27—0,28°/o 
zur Glucosurie gekommen. Diese werden aber durch die nun 
folgende NaCl-Injektion in keiner Weise beeinfluf{t, Hyper- 
glykiimie und Glucosurie gehen in gewohnter Weise zuriick. 























Beitrag zur Salz- und Diuretinhyperglykamie. 235 


In den Versuchen von Bock und Hoffmann begannen 
die Tiere, denen eine physiologische NaCl-Lésung in die Carotis 
oder Femoralis injiziert war, «bald reichlich hellen Urin zu 
lassen und nicht lange darauf war Zucker in demselben nach- 
weisbar.» Wenn 100 ccm physiol. NaCl-Lésung und mehr 
schnell in den ersten 5 Minuten eingestrOmt waren, sollen 
Polyurie und Glucosurie so schnell nacheinander aufgetreten 
sein, daB, wenn man allen Urin der ersten Viertelstunde zu- 
sammen genommen hatte, glauben konnte, das ‘fier habe schon 
von vornherein Zucker ausgeschieden. Bei jangsamen Ein- 
stré6men von 25—30 cem in 5 Minuten, konnte es linger als 
eine Stunde dauern, ehe sich Zucker zeigte. In zwei Versuchen 
begann einmal die Glucosurie 35 Minuten, das andere Mal 
{1/2 Stunden nach der Injektion. Blutzuckeruntersuchungen 
wurden nicht gemacht. Der Harn war blof vor der Operation 
untersucht und frei befunden. Bei anhaltender Polyurie ver- 
schwand schlieflich der Zucker im Urin. 

Wenn wir unsere Versuche mit denen von Bock und 
Hoffmann vergleichen, erweckt es den Anschein, als ob von 
den Autoren die Fesselungshyperglykiimie und Glucosurie, so- 
wie die nach operativen Eingriffen eintretende Biutzuckersteige- 
rung nicht geniigend beriicksichtigt wurde. Glucosurie 15 Minuten 
nach Beginn des eigentlichen Experimentes konnten wir nur 
selten beobachten. Es dauerte gewohnlich 1—1'/2 Stunden, 
bis derjenige Grad der Hyperglykamie erreicht war, der zum 
Eintritt von Glucosurie notwendig ist. | 

Diese schnell eingetretene Glucosurie in den Versuchen 
von Bock und Hoffmann ist wahrscheinlich auf den operativen 
Kingriff vor dem eigentlichen Versuch zuriickzufiihren und es 
wurde nicht abgewartet, ob der Eingriff als solcher nicht schon 
Zuckerausscheidung im Harn bewirkte. Bemerkenswert er- 
scheint uns noch, dafi in diesen Versuchen An- und Abstieg 
des Blutzuckergehaltes in ahnlicher Weise vor sich geht, wie 
in unseren reinen Fesselungsversuchen. 

Bock und Hoffmann hatten zwei Fesselungsversuche 
gemacht ohne Glucosurie zu bekommen. Sie hatten jedoch bet 
diesen Tieren keine Gefié®e priapariert. Auch wir hatten die 
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Beobachtung gemacht, dal Kaninchen auf Fesselung ohne 
operativen Eingriff nicht mit Glucosurie reagierten, eine Steige- 
rung des Blutzuckergehaltes war jedoch immer zu verzeichnen. 
Nicht ohne Bedeutung fiir die Héhe der Hyperglykiimie ist es, 
ob man blof die ziemlich oberflachlich liegende vena jugularis 
freilegt, oder die tiefer neben Nerven liegende arteria carotis. 
Von grofem Einflu8B ist es schlieBlich, ob die Kaninchen an 
die experimentellen Eingriffe schon etwas gewohnt sind; so 
sehen wir z. B. in dem folgenden Versuch, daf ein Kaninchen, 
das beim erstmaligen Aufbinden Zucker ausscheidet, am niachsten 
Tag bei derselben Prozedur sich schon viel ruhiger verhiilt; 
es tritt zwar wieder eine erhebliche Blutzuckererhéhung ein, 
sie ist jedoch nicht hoch genug, um Glucosurie herbeizufiihren. 


Xa. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 2050 g. Abend vorher gefiittert. Aufgebunden. 





Harn- 





| veil | ran | Rica 
me. — 
930 Blutentnahme Ohrvene..... 0,14 y — 
1000 Aufgebunden. ......... _ — — 
1015 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,19 -- 38° 
1100 > > oaadeaics 0,29 wit ® See 37,3 ° 
1200 > : 5: setae ea 0,27 — —_ 
1 25 » > a 0,26 |3ccm0,6%o| 37,3° 
300 » > ee 0,19 10 ccm @ —_ 
(5 20 > > a 0,12 i) 38,1 * 











Xb. Versuch. 
Dasselbe Tier, am nichsten Tag. Abend vorher gefiittert. Aufgebunden. 


a 














Blut- | Harn- Tem- 
zucker | zucker | 
Oy | Jy | peratur 
945 Blutentnahme Ohrvene .... . 0,12 | t) 37,6° 
1030 > > ae 013 | — in 
1100 Aufgebunden.......---) — | — — 
115 Blutentnahme Ohrvene .....| O19 | rs) 37° 
415 > . a a 0,16 | o —_ 
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; 
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In den folgenden 4 Versuchen, in denen eine 10° oige 
NaCl-Lésung intravends injiziert wurde, gingen wir so vor, dab 
wir erst feststellien, ob durch Aufbinden und vorbereitenden 
operativen Eingriff schon Hyperglykémie und Glucosurie aul- 
traten und erst beim sicheren Ausbleiben oder nach _ voll- 
stindigem Absinken derselben, die hochprozentige Salzlésung 
injizierten. 

XI. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 4650 g. Gefiittert. 
Fesselung. Injektion von 100 cem 10°%iger NaCl-Lésung in 


die Jugularis. 




















Blut- | Harnzucker | 
zucker | Temp. 
0 0 %0 
905 Blutentnahme Ohrvene ...... 0,14 _- | 37,8” 
945 : : i ie “ee Sn or 0,13 | am / — 
100 Tier aufgebunden......... — | — / — 
1025 Blutentnahme Ohrvene ...... 0,16 | 104 9 | 38,3 ° 
1135 > » «sw eaee | Oe 120 g | 37,6° 
100 > > ee. = — 
115—130 Jugularis freigelegt, Kaniile ein- | | 
CE 5 x + % ee ER — | a = 
245 Blutentnahme Ohrvene ...... 0,15 i) | — 
39% 10 ccm 10%oige NaCl-Lisung i.v. | 
321 10 ccm i.v., hernach Kraimpfe . — — ;— 
890 Blutentnahme. ......«s.-.e-. 0,20 [320 20 cem 6 37,3° 
335 6 ccm i.v., 49 5 ccmi.v.,, | 
Or sO COM LV. ct He Re] Ss — |40 60ccm 9 — 
500 Blutentnahme. .....2.. ee. 0,18 |439 50 cem @) 37.02 
510 10 cem i.v., 54 10 ccm, leichte | | 
Krampfe, 61510 ccemi.v. .. es. — |6)4 60ccm 6 — 
6380 Blutentnahme. . .....+..- 0,21 |630 70 ccm @, 37,0? 
645 5 ccm i.v., starke Krampfe ... . — = bes 
7% 10 ccemi.v., 715 10 ccm i. Vv. 
eee oe ee — |75 60cems — 
730 Blutentnahme Ohrvene ...... 0,23 -- _- 
re) er ee a — _ = 
900 Blutentn. Ohrvene. Tier sehr elend 0,32 0.8%, | ws 
10 35 » > i, te 3k, a 0,32 |10% 2 ccm 1,2%,| 38,1 ° 
1130, ‘ . +e eee |e an t+ 
1135 abgebunden, niichsten Morgen tot auf- | | 


11123 2eem p  — 


gefunden. . 
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Nach dem Aufbinden treten leichte Hyperglykamie und 
Glucosurie auf. Durch die Priiparation der Vena jugularis findet 
keine bBeeinflussung des Blutzuckergehaltes statt. Hierauf 
langsame und allmihliche Injektion von 100 ccm 10°/oige 
NaCl-Lésung in die Vene. 

Schon nach Einfiihrung von 20 ccm Krampfe klonisch- 
tonischer Natur, starke Diurese, also die «Erscheinungen der 
allgemeinen Salzwirkung» (Miinzer).!) Erst 6 Stunden nach 
Beginn der Injektion Hyperglykémie itiber 0,30°/o, dement- 
sprechend Zucker im Harn. Die Harnzuckermenge ist eine 
verhiiltnismibig geringe. Die starke Diurese schwindet mit 
Eintritt der Glucosurie. 

XII. Versuch. 

Miannliches Kaninchen. 2800 g. (24 Stunden gehungert.) Vorversuch: 
119° aufgebunden: 0,14°/o Blz. 1215: 0,13°/o Blz. 59 p. m. 0,13°%o Blz. 
Am niachsten Tag. 

Injekt. von 95 ccm 10°%/oiger NaCl-Lésung in die Ohrvene. 








| 
| 








— Blat- | 
secon! Harnzucker Tem- 
| | oy peratur 
y00 Blutentnahme Ohrvene..... | 0,13 | g 37,8° 
935 20 ccm 10°%oige NaCl-Lésung in | | 
die QOhrveme.. . 0 6 6 eee al = — — 
1000 Blutentnahme Ohrvene .... ./| 0,16 | g a 
1030 20 ccm 10%ige NaCli.v. . «| — | o ae 
1055 Blutentnahme Ohrvene...../ 0,18 | 120ccma | — 
11145 20 ccmi.v. .....-+..--!| — | 100ccm —_ 
1200 Blutentnahme ......... 0,18 | 80 ccm @ Fi all 
1215 25 ccemi. v., 19 10 cemi.v..}| — | — ~ 
12° islutentnahme ........./{| 0,34 | 100 ccm, 0,3 °/o oo 
390 Blutentnahme. Tier liegt schlaff und | 
apathisch im Zustand schwerster | 
Vergiftung da... 2... ee | 0,35 23030cem,0,7%| — 
435 Blutentnahme Ohrvene . ... «| 0,24 | -- 36,4° 
5 20 ' > 2... ee] 0,08 | 10ccm, 15% | — 

















530 Tod an Atemlahmung .....1 — | — 


!) KE. Miinzer, Zur Lehre von der Wirkung der Salze, Arch. f. 
exp. Path. u. Pharm., Bd. 41, S. 85. 
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Bei einem nicht aufgebundenen Kaninchen tritt 4 Stunden 
nach Beginn der Injektion von 95 ccm 10°/oiger NaCl-Lésung 
in die Ohrvene hochgradige Hyperglykimie und Glucosurie 
auf. Sofort nach der Injektion setzt eine starke Diurese ein, 
zum Ubergang von Zucker in den Harn kommt es jedoch erst, 
nachdem der Blutzuckergehalt den Wert von 0,30°/o tiber- 
schritten hat. Mit Eintritt der Glucosurie geht die Diurese 
wieder zuriick, der Blutzuckergehalt sinkt, das Tier geht unter 
den Erscheinungen schwerster Vergiftung zugrunde. 

XIIL. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 2000 g. Gehungert. 
Fesselung. Nach Verschwinden der Glucosurie Injektion von 
60ccem 10°%oiger NaCl-Lésung in die Jugularis. 

















LS a iE __ 
_ Bhut- Harn- | Pian, 
zucker | zucker 
o}5 Fo peratur 
: : 
900 Blutentnahme Ohrvene .... . 0,12 _ | 38° 
1290 > > Golan O,11 — | 
1235 Tier aufgebunden .......) — | “an | 
190 Blutentnahme Ohrvene .... © 0,19 | 130 _ 36,1° 
2 45 > > ~. ee el O88 |7cem 11% — 
345 . » .. ee | 082 (8 » 33%! 36,29 
505 ; > 5 ew eo] 0,81 |5%5,6ccmo,7%| 36,6° 
6,00 > » icneet C2 615 g | 
630 Vena jugularis freigelegt . . . «| — | — — 
645 10 ccm 10%ige NaCl-Lés.iive) — | 0 | — 
700 Blutentnahme Ohrvene.....) 0,21 60 ccm @ | unter 36,00 
71010 ccm i. v. Tier sehr erregt. | — 
Krimpfe. . 2... ee eee om ~ | _ 
7510 cemi.v. 7% 10 cemi.v. | — | _ _ 
745 Blutentnahme Ohrvene .....! O24 | 50ccemo}; — 
84 2Q0cecmi.v........-.0.) — 30 ccm o- me 


850 Exitus unter starker Dyspnoe und | 
| 


ee a ee ee -- -- 
* Bei einem Kaninchen, bei dem Fesselung starke Hyper- 
glykimie und Glucosurie zur Folge hatte, werden nach Ver- 
schwinden der Glucosurie und Absinken der Blutzuckerkon- 
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zentration auf 0,17°/o, 60 cem 10°/oige NaCl-Losung in die 
Jugularis injiziert. Es tritt wieder eine Steigerung des Blut- 
zuckergehaltes auf, die jedoch nicht mehr den zum Eintritt 
der Glucosurie nOtigen Grad erreichen kann. Das Tier geht 
unter den Erscheinungen schwerster cerebraler Intoxikation 
zugrunde, Es tritt hier zu der durch die Fesselung bedingten 
allgemeinen Schiidigung als zweites schaidigendes Moment die 
intravendse Injektion der hochprozentigen Salzlosung. Der 
Zuckerverlust im Harn durch die Fesselung mag der Grund 
sein, warum das Tier nach der NaCl-Injektion keine hohere 
Glykiimie mehr aufbringen kann. 


XIV. Versuch. 

Miinnliches Kaninchen. 3700 g. 20 Std. gehungert. 
Fesselung. Nach Verschwinden der Glucosurie Injektion von 
50 ccm LO°%oiger NaCl-Lésung in die Vena jugularis externa. 
RN RN A a ea ea ss ae a a. TaD 











| Blat-{ grenencker | 
| an arnzucker | 
zucker | Temp. 
OJ, Oly 
900 Blutentn. Ohrvene. Tier sehr erregt . | 0,13 -~ 38,5 ° 
1()00 ” > . | 0,16 -— 38,0) ° 
1015 Tier aufgebunden . ..... .| — 1030 g — 
104° Blutentnahme Ohrvene ..... «| 0,22 — 38,0 ° 
1130 > > hy Be tbh cee Sat 0.31 11155cem 0,5°/o —— 
1215 > > we ee we «| 0,40 |120024cem4,1%o) — 
{16 : : - 2 4 se «| 0,35 |10029cem 6,8, 37,9 ° 
20 > > oe - - © «| O86 | 56 com 7,9°%o | 38,6° 
4.00 : . o + «ss «| O82 | Bi com 0.4% | 37,5° 
& 30 > . cin ot 7,5 ccm 5,9°%o | — 
7 00 > > > ot-pcalnes | 0,17 2 ccm + | 37,9° 
730 g am 


820 Jugul. praépariert ... 2.6. ew ef] 
84 10 cem 10°%oige NaCl-Lésung i. v. 
Tier sehr erregt. Klonisch-tonische 
Zuckungen in den _ Extremititen. 
POCHYPROS . 6 6 ec tee ee 
900 Blutentnahme Ohrvene ... .. .| 0,26 |910 starke Diurese| 37,6 ° 
908 10 ccm i. v., hernach Krampfe. 
945 10 ccm i.v. Kriimpfe...../| — i) — 
1025 Blutentnahme Ohrvene ..... .{| 0,20 
1030 10 cemi.v. 119° 10 cemi.v...) — 
110 Blutentnahme. .......+e6.-./{ O29 1045 g — 


11% Exitus . . . a e 7 * . . . . . - . — | — — 
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Die Verhiltnisse liegen hier dhnlich wie im_ vorher- 
gehenden Versuch. Nach Fesselung tritt eine noch stirkere 
Hyperglykiimie und Glucosurie auf. Diese sind nach 9 Stunden 
abgeklungen. Die dann erfolgende 10°/oige NaCl-Lésung- 
injektion bewirkt wiederum ein Ansteigen der Blutzuckerkonzen- 
tration. Bevor jedoch gréfere NaCl-Mengen eingefiihrt werden 
kiénnen, geht das schon durch das Aufbinden schwer geschiidigte 
Tier unter den Erscheinungen der Salz-Intoxikation zugrunde. 

Aus den vorhergehenden 4 Versuchen geht hervor, dal 
die intravendse Injektion einer 10°/oigen NaCl-Lésung immer 
von unverkennbarem Einflu8 auf den Blutzuckergehalt ist. So- 
wohl beim nicht gefesselten als beim gefesselten Kaninchen, 
hier nach Abklingen der psychischen Glucosurie, tritt nach 
Injektion einer geniigenden Menge 10°/oiger NaCl-Lésung 
Glucosurie auf, in 2 anderen Versuchen kommt es nach Ver- 
schwinden der Fesselungsglukosurie zwar nicht mehr zur Glu- 
cosurie, der Blutzuckergehalt steigt jedoch nach der Injektion 
betrachtlich an. Die Tiere sind durch die Einspritzung der 
hochprozentigen Salzlésung in die Blutbahn in ihrem Allgemein- 
zustand schwer geschadigt. 

Das Ansteigen des Blutzuckergehaltes kénnte vielleicht 
als eine Folge allgemeiner Salzwirkung aufgefait werden, d. h. 
bei Einfitihrung konzentrierter Salzlésung in das Blut kommt 
es wie Miinzer (I. c.) schon gezeigt hat, zunichst zum Aus- 
tritt von Salz und Wasser durch die Nieren; ein zweiter Teil 
des eingefiihrten Salzes tritt in die Gewebe ein, wihrend um- 
gekehrt aus den Geweben Wasser ins Blut tibertritt. Es wiire 
sehr wohl verstindlich, dafi mit diesem Gewebswasser auch 
Zucker aus den Geweben in das Blut eintritt; so kiime es 
einerseits zur Hyperglykiimie und weiter zur Glucosurie. 

Andererseits wire es auch mdglich, dafi es durch die 
Zufuhr konzentrierter Salzlésung zur Reizung zentraler Teile 
bezw. des (fraglichen) Zuckerzentrums selbst und von da aus 
zur Hyperglykimie und Glucosurie kommen kénnte. 

Die Erscheinungen der Salzwirkung wurden von E. Miinzer 
(I. ¢.) in einer grofen Zahl von Versuchen niiher studiert und 
genau beschrieben. Der Verlauf des Vergiftungszustandes 
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spielte sich in unseren Versuchen in derselben Weise ab wie 
in denen Miinzers. Um eine Wiederholung zu vermeiden, 
k6nnen wir vollstindig seiner Darstellung folgen und betonen 
besonders folgende nach Miinzer zitierte Erscheinungen der 
allgemeinen Salzvergiftung. 

I. Senkung des Blutdruckes. 

I]. Mit dem Beginn der Unruhe wird die Atmung fre- 
quenter und angestrengter, mit zunehmender Blutdrucksenkung 
langsamer und tiefer, schnarchend. 

III. Wesentliche Pulsverlangsamung zur Zeit der ausge- 
sprochenen Krampfe (Vaguswirkung). 

IV. Die diuretische Wirksamkeit der Salze steht bis zu 
einem gewissen Grade in geradem Verhiltnis zur Konzentration 
der Salzlésung. 

V. Erscheinungen am Nerv-Muskelsystem. 

Gesteigerte Reflexerregbarkeit, Tremor der Extremititen, 
spiiter allgemein clonisch-tonischer Krampf mit Opisthotonus, 
der rasch wieder schwindet. Der Krampfanfall wiederholt sich 
bald, kehrt in immer kiirzeren Zwischenzeiten zuriick, bis 
dauernde Unruhe und clonische Kriimpfe vorhanden sind, unter 
denen schlieBlich — meist im Anschlu$8 an einen besonders 
starken Streckkrampf — der Tod eintritt. 

«Alle diese Erscheinungen werden vom Gehirn ausgelost: 
sie werden nicht beobachtet beim curarisierten Tier, ebenso- 
wenig nach Durchschneidung eines Nervus ischiadicus an der Seite 
der Durchschneidung und fehlen bei Riickenmarksdurchschnei- 
dung an der unter der Schnittstelle befindlichen Korperpartie. » 

Lediglich als ein weiteres Symptom der Vergiftung ist 
die Blutzuckersteigerung und Zuckerausscheidung im Harn 
aufzufassen, die nach Injektion gréferer Mengen hochprozentiger 
NaCl-Lésung auftreten. 

Auf Hyperglykiimie und Glucosurie hat Miinzer bei 
seinen Salzversuchen nicht geachtet. 

Underhill und Clossen (I. c.) hatten in ihren Versuchen 
am Kaninchen 9 Minuten nach Injektion von 50 ccm !/2 molek. 
NaCl-Lésung in die Ohrvene Glucosurie erreicht, der Blut- 
zuckergehalt betrug jedoch nur 0,05°/o! (Tabelle [). Bei In- 
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jektion einer '/s molek. NaCl-Loésung war 75 Minuten nach Be- 
ginn der Injektion Zucker im Harn nachzuweisen. Der Blut- 
zuckergehalt betrug zu einer Zeit, zu der noch Glucosurie be- 
stand, nur 0,167°/o. Die Verfasser konnten ferner beobachten, 
daB Injektion in die Carotis Hyperglykiimie bewirkt zum Unter- 
schied von Hypoglykimie bei Injektion in die Ohrvene. Bei 
Priiparation der Carotis in Atheraniisthesie beobachteten sie keine 
Glucosurie und Blutzuckerverdnderung als Folgeerscheinung von 
Anisthesie und Operation. 

In einem anderen Versuch (Tabelle III), in dem die Carotis 
priipariert wurde, trat Glucosurie 23 Minuten nach Injektion 
yon 150 cem 4/2 molek. NaCl-Lésung und 60 Minuten nach Prii- 
paration der Carotis auf. Der Blutzuckergehalt betrug 0,269 '. 
Die durch Narkose und operativen Eingriff hervorgerufene 
Hyperglykimie scheint hier nicht geniigend beriicksichtigt 
zu sein. 

Auffallend ist jedenfalls, wie schnell nach der Injektion 
in diesen Versuchen die Glucosurie auftritt. Die Hyperglykiimie 
soll auf Respirationsveriinderungen und diese auf die Injektion 
der NaCl-Lésung in die Carotis zurtickzufiihren sein. Wiihrend 
des Erscheinens von Zucker im Urin haben die Verfasser Hypo- 
glykamie notiert, wihrend der Blutzuckergehalt normal ist oder 
Hyperglykiémie eintritt, wenn die Zuckerausscheidung im Harn 
durch Injektion einer Mischung von NaCl- und Caleciumchlorid 
verhindert wird. Nur die Injektion von NaCl-Lésung in die Cere- 
bralarterienzirkulation bewirkt angeblich Glucosurie ohne Polyurie 
mit Hyperglykaimie. Ein EinfluB der Salzlésung auf das Nerven- 
system wird nicht angenommen, der Mechanismus der Kochsalz- 
glucosurie beim Kaninchen soll von der Art der Einfiihrung 
abhingig sein. 

M. H. Fischer?) hat oft Glucosurie 5—6 Minuten nach 
Beginn der Injektion von 25—50 ccm einer '/2 oder 1/1 mole- 
kularen NaCl-Losung in das zentrale Ende einer abgebundenen 
Arteria axillaris gesehen, die 2—8 Stunden anhielt. Gew6hnlich 
erschien der Zucker im Harn erst 2 Stunden nach der Ein- 
spritzung von '/6 molek. NaCl-Lésung, nach einigen Minuten 





1) M. H. Fischer, Arch. f. Physiologie, 1905, S. 80. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 17 
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jedoch, wenn derselbe Betrag einer molekularen Lésung desselben 
Salzes "gebraucht wurde. Wenn die Salzlésung in die Arteria 
axillaris eingespritzt wurde, sodaf sie direkt vermittels der 
Art. vertebralis in die Medulla oblongata fortbewegt wurde, 
kam der Zucker im Harn friiher und in gréferer Menge zum 
Vorschein, die Zuckerausscheidung hielt linger an, als bei 
Einspritzung desselben Betrages in das periphere Blutgefap- 
system. Diese Glucosurien miiften nach Ansicht Fischers 
den schwersten Formen des experimentellen Diabetes, die uns 
bekannt sind, gleichgestellt werden. 

In unseren Versuchen war der Eintritt der Glucosurie 
lediglich von der Konzentration und der Menge der eingefiihrten 
NaCl-Lésung abhingig. Die Glucosurie selbst trat nur ein, wenn 
der Blutzuckergehalt eine bestimmte Hohe erreicht hatte. Gluco- 
surie ohne Hyperglykamie oder gar mit Hypoglykamie war nie- 
mals zu beobachten. Ebensowenig konnten wir einen Unter- 
schied in der Blutzuckersteigerung feststellen, wenn die Salz- 
lO6sung in die Ohrvene, Jugularis oder Carotis injiziert wurde; 
auch eine Differenz in der Schnelligkeit des Eintrittes der Gluco- 
surie war nicht zu verzeichnen. Die Hyperglykiémie kann in- 
sofern auf die Respirationsveranderungen zuriickgefiihrt werden, 
als diese als eines der vielen Symptome des schweren Ver- 
giftungsbildes anzusehen sind, in welchem sich das Tier in- 
folge der Salzinjektion befindet. Mit der Behauptung M. H. 
Fischers, da die Glucosurie umso eher eintritt, je hdher die 
Konzentration der NaCl-Lésung ist, stehen wir vollkommen in 
Ubereinstimmung. 

In der letzten Zeit erfuhr die Kochsalzhyperglykamie durch 
EK. Frank?) eine Nachpriifung. Bei 3 Tieren, die aufgebunden 
waren, fand dieser Forscher kurz nach Beendigung des ca. 1/4 
Stunde dauernden EinflieBens der Salzlosung Zucker im Harn. 
Die BlutzuckererhOhung (0,27 °/o, 0,17°/o, 0,20°/o) «war eigent- 
lich nicht hoch genug, um beim Kaninchen an und fir sich 
zur Glucosurie zu fiihren». Frank ist der Ansicht, daB die 
miafige Hyperglykimie die durch das Aufbinden und Fesseln 





') E. Frank, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 72, 5. 387. 
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sowie durch das Manipulieren an den Tieren gesetzt wird, eine 
wichtige Vorbedingung der Kochsalzglucosurie ist, dah aber 
die Durchspiilung der Niere mit den grofen Fliissigkeitsmengen 
die eigentliche Ursache des Ubertretens von Zucker in den 
Harn ist. 

Da8 durch Aufbinden, Fesseln usw. eine Hyperglykiimie 
nach NaCl-Lésunginjektion sehr leicht vorgetéuscht werden 
kann, kénnen wir vollinhaltlich bestatigen. Daf die Durch- 
spiilung der Nieren mit grofen Fliissigkeitsmengen (physiol. 
NaCl-Lés.) keine Glucosurie hervorruft, geht aus unseren Ver- 
suchen zur Geniige hervor. Hyperglykamie und Glucosurie 
treten nur dann auf, wenn es durch intravendse Injektion 
erdferer Mengen hoch konzentrierter Kochsalzlésung (10°/o) 
zu den oben beschriebenen Vergiftungserscheinungen kommt. 

In den folgenden Experimenten wurde der Einflu8 einer 
2°/o und 2,5°/oigen Na,CO,-Lésung und einer 1°/o und 2°/oigen 
Natriumacetat-Lésung auf den Blutzuckergehalt des Kaninchens 
untersucht. Nach Kiilz!) sollen diese Verbindungen bei intra- 
vendser Applikation Glucosurie hervorbringen. 

XV. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 4300 g. Gehungert, nicht aufgebunden. 


Injektion von 96 ccm 2°%oiger Na,CQ,-Lésung in die Ohrvene. 
zzz ———————————— | 











| Blut- | Harn- | 

| gucker | aie | Tem- 

| Oo 0/0 | peratur 
1090 Blutentnahme Ohrvene .... . 0,12 g | — 
1020 96 ccm 2°%oige Na,CO,-Lésung | 

in die Ohrvene injiziert .. — | — -- 

1025 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,15 — 39° 
1100 > > iinet eos 0,12 — 39,5° 
1130 > ‘* “ctr aco 0,12 a= 40° 
1200 > » 5 eb on See 0,12 120 ccm @ 4),3° 
1230 > > tt ee Se — 4(),2° 
1 00 > S ‘eres erate | 0,10 om 40),6° 
1 30 > > wee ee | 0,09 0 39,9° 
600 > ol) cee | 0,10 _ 38,8° 
Nachtharn 90ccm ......... | ~ 6 |= 








’) Kiilz, cit. bei Pfliigers Arch. 1903, S. 313, cit. bei Bang, Der 
Blutzucker, S. 103. 


17* 
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‘ XVI. Versuch. 
Miinnliches Kaninchen. 4650 g. 20 Std. gehungert, nicht aufgebunden. 
70 com 2,5°% vige Na,CO,-Lésung in die Ohrvene injiziert. 
__ ELL, 





Blut- Harn- | . 
zucker zucker | 
| Vo Vo | peratur 
| | 
910 Blutentnahme Ohrvene ..... | O12 | Oo | 37,9° 
9 40 > > se eee | Of2 | -— | = 
1030 Injektion von 70 ccm 2,5 °oiger | 
Na,CO,-Lésung indie Ohrvene | — | _ | — 
1045 Blutentnahme Ohrvene a 0,17 | ——— m — 
1115 > > pong ee | 391° 
_ | | | 
114% . . see | O13 | — 39,6 ° 
1230 » > ee | 0,12 | -— 38,5 ° 
1 90 » > . ° . . . | 0,12 | — | Sint 
1 30 . » -os ss | O88 | wo | BRB 


In beiden Versuchen kommt es kurze Zeit nach Injektion 
der Na,CO,-Lésung zu einer geringen Blutzuckererhohung, die 
bald wieder schwindet. Es ist méglich, daB diese Steigerung 
ein rein psychischer Effekt ist. Trotz reichlicher Diurese keine 
Glucosurie. 

XVII. Versuch. 
Minnliches Kaninchen. 4000 g. Gehungert, nicht aufgebunden. 


70 ccm 1°%%oige Natriumacetatlésung in die Ohrvene injiziert. 





| Blut- Harn- 











ene ee reer ee eee 
| zucker | zucker | Tem- 
| Oy 09 | peratur 
345 Blutentnahme Ohrvene..... 0,10 o 38,5 ° 
4.00 > > ie Ge ae 0,11 — 39,3 ° 
445 70ccm 1° oige Natriumacetat- 
l6sung in die Ohrvene injiziert | _ _— _ 
500 Blutentnahme Ohrvene .. . | 0,11 — 39,3 ° 
25 , > scans | — 40,0 ° 
os . | om | — | 4060 
6 80 > | 0,10 —_ 407° 
7 00 > , | 0,12 p — 40,39 
7:30 , > . | o | 403° 








Do 
—~ 
~J 
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XVIII. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 4050 g. 24 Stunden gehungert, nicht aufgebunden. 
Injektionvon&0ccm 2°%oigerNatriumacetatlésg.indieOhrvene, 














> Ss 





Blut- | larn- 





zucker zucker Tem- 

Wy 09 peratur 

910 Blutentnahme Ohrvene ..... 0.12 oO 37,9° 

1009 5 > wes aes 0,12 39,0° 
1010 SO ccm 2°%oige Natriumacetat- | 

lésung in die Ohrvene injiziert . | — | 

1020 Blutentnahme Ohrvene .... .| 0.13 390° 

1050 > ee 0,10 0 41,0° 

1120 . ee 0,12 | 40,4° 

1159 » > is in via 0,12 398° 

1245 > » ae ee O.13 o 40,7 ° 


Die Injektion von 1°/o und 2°/oiger Natriumacetat-Lésung 
in die Ohrvene hatte beim nicht aufgebundenen Kaninchen 
keine BlutzuckererhOhung zur Folge. Eine deutliche Steigerung 
der Diurese war nicht zu verzeichnen. 

In den folgenden 3 Versuchen wurde der Einflu{ einer 
1°/oigen intravenés injizierten CaCl,-Lésung auf den Blutzucker- 
gehalt des Kaninchens untersucht. Gréfere Mengen und hoher- 
prozentige Loésungen konnten nicht injiziert werden wegen 
der schédigenden Wirkung des CaCl, auf das Herz. Dies geht 
aus dem folgenden Versuch hervor. 

XIX. Versuch. 


Mannliches Kaninchen. 3000 g. Gehungert, nicht aufgebunden. 


Injektion von 60 ccm 1°%/oiger CaCl,-Lésung in die Ohrvene. 
Gn ________} 











Blut- Harn- | pem- 
zucker zucker | 
Jy 09 | peratur 
900 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,10 i) | 37,9° 
940 > > ie oe Se ae 0,11 —_— | — 
1099 Injektion von 60 ccm 1°%oiger | | 
CaCl,-Lésung in die Ohrvene | — — — 
1010 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,10 —- — 
1040 Tier schlapp, sehr elend, schlechte | | | 
MR 6. 6 3 6 6 ESD a — | a 
119 Blutentnahme Ohrvene .....) O,14 —- | — 


ef a —_ | — — 
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XX. Versuch. 


Weibliches Kaninchen. 


1800 g. Gehungert, nicht aufgebunden. 


Injektion von 12 ccm 1°%oiger CaCl,-Lésung in die Ohrvene. 








| 
| 
| 


Blut- 


Harn- 











| zucker zucker | Tem- 
Oy | 2/9 _ peratur 
910 Blutentnahme Ohrvene | 0,12 i) 38,3 ° 
40 > , y ee (0,18 — 37,6° 
109% 12cem1°%oigeCaCl,-Lésung in | 
die Ohrvene injiziert, danach | 
leichter Schock, Tier erholt sich | | 
wieder ka we | — — | —_ 
10% Blutentnahme Ohrvene . | 0,13 _ 37,6 ° 
1045 ; . -+eee | a 37,8° 
1115 > . |} 0,13 — 37,6° 
1200 > > | 0,13 — 37,5° 
1245 > , | 0,11 0 37,9° 
115 . ‘ | 0,11 on ee 
Im Nachtharn kein Zucker ..... | — a 


XXI. Versuch. 
Minnliches Kaninchen. 1970 g. 18 Stunden gehungert, nicht aufgebunden. 
Injektion von 18ccm 1°%iger CaCl,-Lésung in die Ohrvene. 














Blut- Harn- _ 
zucker zucker 
Oo | 0/9 peratur 
910 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,12 i) 37,8 ° 
9 40 > > oe oe 0,11 —_ 37,8 ° 
1049 Inj. von 18ccm 1°%iger CaCl,- 

Lésung in die Ohrvene . — — — 
105° Blutentnahme Ohrvene . 0,10 i) 37,8 ° 
11 30 . > 0,12 _ 37,9° 
1215 » > 0,10 — 38,6° 
4245 . , 0,12 — 38,3 ° 
1% , : ee 0,12 — — 

1 35 > > oo 0,12 | 8 — 
Aus den 3 Versuchen geht hervor, daB die intravendse 











Injektion von 1°/o CaCl,-Lésung trotz deutlich schadigender 
Wirkung schon kleiner Mengen auf den Organismus, auf den 
Blutzuckergehalt ohne Einfluf ist. 

Im folgenden seien 3 Versuche kurz wiedergegeben, die 
die Einwirkung der intravenésen Injektion einer 1 °/oigen MgSO,- 
Lisung auf den Blutzuckergehalt zeigen sollen. 








i 
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XXII. Versuch. 
Mannliches Kaninchen. 1850 g. Frih gefittert, nicht aufgebunden. 
Injektion von 38 ccm 1°iger MgSO,-Liésung in die Ohrvene. 

















——— —= 
| Blut-| Harn- | Tem- 
zucker zucker | pera- 
} of, | Fy tur 

430 Blutentnahme Ohrvene........ | 0,13 6 | 38,1° 
50 5 cem 1%oige MgSO,-Lis. id. Ohrv. | — | — | — 
530 Blutentnahme Ohrvene ......-. | 0,18 | — | 38,8 ° 
545 13 ccm 1%oige MgSO,-Lésung i.v. . | — |}; —- - 
610 Blutentnahme Ohrvene ........- | O18 |18cem o) 37,7° 


0 20 ccm 1°%oige MgSO,-Lésung iv. . | bet ae _ 


7 

715 Blutentnahme Ohrvene . | 0,18 10 ccm @| 38,1° 

745 > > eee ee 6 | 381° 

1090 Harn, Nachtharn. ........266 | — | 0g | et 
Deutliche Zunahme des Blutzuckergehaltes nach der In- 

jektion ohne Glucosurie. 


XXIII. Versuch. 
Mannl. Kaninchen. 2250 g. Abend vorher gefiittert, nicht aufgebunden. 
Injektion von 50 ccm 1°%oiger MgSO,-Lésung in die Ohrvene. 











Blut- _ Harn. | Tem- 
|Zucker zucker | pera- 
| O/y 0/5 | tur 

915 Blutentnahme Ohrvene | 0,13 | o 38,6 ° 
96 —OtCs ele ee ee Cae | 

102 25 ccm 1%oige MgSO,-Lis. i.d.Ohrv. | — | — | — 
1026 Blutentnahme Ohrvene. ....... | O48) — | 37,89 
1115 : 7 026) o | 38,29 


1130 25 ccm 1°%oige MgSO,-Lésung i. v. 
1290 Blutentnahme Ohrvene. Tier sehr erregt 


} 
| 
| 
| 


0.27 123 6 ccm 38.3 ° 


3,5) 
1245 >  drnindalenues 1 ei | 38,3 ° 
115 > > | Oam) ao) ape 
3.00 > > | 041; -— _ | 383° 
40 Soe make eee: | Oe Am oe 
Harn nachsten Morgen | — | ) — 
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Nach 25 cem 1°/oiger MgSO,-Lésung i. v. steigt der Blut- 
zuckergehalt im Verlauf von 55 Minuten auf 0,26°/o an und 
erhiilt sich nach weiterer Injektion von 25 ccm noch eine Zeit 
lang auf dieser Héhe. Nach ca. 2 Stunden zeigt sich Zucker 
im Harn. Der Blutzuckergehalt geht allmihlich wieder auf die 
Norm zuriick, dementsprechend wird auch der Prozentgehalt 
des Zuckers im Harn geringer. Der Nachtharn reduziert noch 
leicht. Mit Eintritt der Glucosurie findet eine geringe Steigerung 
der Diurese statt. 

XXIV. Versuch. 


Weibliches Kaninchen. 3050 g. Gefiittert, nicht aufgebunden. 
Injektion von 35 cem 1°%oiger MgSO,-Lésung in die Ohrvene. 








Blut | 








asia Harnzucker Tem- 
vo | 0/0 | peratur 
915 Blutentnahme Ohrvene... . .| O,14 | Oo | 39° 
100% Injektion von 35 ccm 1°%/oiger | | 
MgSO,-Loésung in die Ohrvene. | 
Tier schreit einigemal auf, fallt dann | | 
schlaff hin, ist benommen, Atmung | | 
dyspnoisch. Nach 10 Min. hat es sich | | 
wieder erholt, spater Tachypnoe. | | 
1015 Blutentnahme Ohrvene . ... .| 0,28 | 
1030 | > sxan oe 37,9° 
1 1 00 , >. se «| 0,88 | 11 com 2,8%o 
11.30 ' > aw we | | 37,3° 
12.30 ‘ eee | 0,82 | 1225, 20cem 3.2% | 38,79 
{00 ‘ > «eee a | ae 38,2° 
545 , > .. «| O04 | 11 com 0,55% | 38,5° 
645 > ge ee | 016 | 6, 6 com 1,1%0| 38,2° 
| 645 10 ccm 1,9%o 


Nach Injektion von 35 cem 1°/oiger MgSO,-Losung in 
die Ohrvene zeigen sich bei einem kriftigen Kaninchen Symp- 
tome schwerer cerebraler Vergiftung. Das Tier erholt sich 
bald wieder, der Blutzuckergehalt steigt auf 0,38°/o an, dem- 
entsprechend Zuckerausscheidung im Harn. Blut- und Harn- 











ee 
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zuckergehalt sinken langsam wieder ab, die Harnzuckeraus- 
scheidung halt wie gewOhnlich langer an, als die Blutzucker- 
steigerung. 

Die Wirkung der intravendsen MgSQ,-Injektion auf den 
Blutzuckergehalt wurde bereits von Underhill und Clossen 
(I. ¢.), ferner von Theo. C. Burnett*) untersucht. Die ersteren 
Autoren fanden beim Kaninchen Blutzuckersteigerung und Gluco- 
surie, allerdings in einem Experiment z. b. schon 4 Minuten 
nach Injektion von 3 ccm einer !/2 molek. MgSO,-Loésung. 
Ursache der Steigerung soll auch hier die Dyspnoe sein. 

Burnett hat Kaninchen, die am Ricken aufgebunden 
waren, ™ 5-Seewasser in die Randvenen injiziert. Nach In- 
jektion von 200 ccm zeigte sich Zucker im Harn. Wenn er 
Ringerlésung, die Seewasser ohne Magnesium ist, injizierte, 
trat in 2 von 6 Experimenten Zucker tiberhaupt nicht auf, in 
den 4 anderen Versuchen war die Zuckerausscheidung nur 
voriibergehend und sehr gering. Wenn Magnesium zu NLinger- 
ldsung gegeben wird, sind die Verhiltnisse wie bei Seewasser- 
injektion. Das Magnesium im Seewasser soll also fiir die der 
Injektion folgende Glucosurie verantwortlich sein. 

In unseren 3 Versuchen hatte die Injektion von 35 cem 
bis 50 cem 1 °/oiger MgSO,-Lisung eine deutliche Zunahme des 
Blutzuckergehaltes zur Folge, in 2 Versuchen war die Steigerung 
so betrichtlich (0,27 °/o, 0,38°/0), daB Zucker in den Harn tiber- 
ging. In allen 3 Versuchen war die Injektion von unverkenn- 
barem EinfluB auf das Zentralnervensystem. Anfangs leichte 
Erregung, sehr beschleunigte Herzaktion, Blutdrucksenkung, all- 
gemeine Narkose, dann Dyspnoe und schlieblich Respirations- 
stillstand. In 10—15 Minuten hatten sich die Tiere wieder 
vollstaindig erholt. 

Fiir die Blutzuckersteigerung ist die das Zentralnerven- 
system lihmende und narkotisierende Wirkung verantwortlich 
zu machen. 

Im folgenden sollen einige Versuche tiber den EinfluB 
des subcutan und intravenés eingefiihrten Diuretins auf den 
Blut- und Harnzuckergehalt des Kaninchens angefiihrt werden. 





1) Theo C. Burnett, Journ. of biol. chem. Bd. 5, S. 351, 1908/09. 
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Grund, diese besonders schon von Rose!,) Jacoby?) 
und Richter*) ausgefiihrten Untersuchungen zu wiederholen, 
war, die Versuche an nicht aufgebundenen Kaninchen ohne 
Narkose und ohne Priaparation von Gefaifen vorzunehmen, 
um den Einflu8{ der psychischen Hyperglykimie vollstandig 
ausschalten zu kénnen. Mittels der Bangschen Mikromethode 
war uns weiter die Méglichkeit gegeben, eine eventuelle Ader- 
labhyperglykaimie zu vermeiden, die Untersuchungen in liin- 
gerer Serie durchzufiihren, Eintritt, Maximum und Abfall der 
Blutzuckerkonzentration bezw. des Harnzuckers genau zu ver- 
folgen und die Frage der Abhangigkeit der Blutzuckersteigerung 
von der Menge des eingefiihrten Diuretins zu ermitteln. 

Um uns zunachst dariiber klar zu werden, bei welcher 
Verabreichung das Diuretin die grdfte Wirkung auf den 
Blutzuckergehalt austibt, haben wir am selben Tier dieselbe 
Menge (1 g) subcutan an einer Stelle, subcutan an verschiedenen 
Stellen, intramuskular und intravends injiziert. Zur intravendsen 
Injektion wurde die Hiilfte (0,5 g) verwendet. Hierbei ergab sich, 
daf} die subcutane und intramuskulire Injektion bei mit Kohlen- 
hydraten gefiitterten Tieren héchstens eine Steigerung von 0,10°/o 
auf 0,13°/o hervorrufen konnte, wiéhrend durch die intravendse 
Injektion betrichtlich stiirkere Wirkungen erzielt werden konnten. 

Es folgen hier die einzelnen Versuche. 


XXV. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 4500 ¢. Vor dem Versuch ca. 300 g Brot gefressen. 
5cecem 20°%oige Diuretin-Lésung subcutan., 








Blutzucker | Harnzucker 











°0 | Fy 
119 Blutentnahme Ohrvene ....... et 0,10 ) 
1115 1 ¢ Diuretin subcutan (Riicken) ... . | — ~ 
1145 Blutentnahme Ohrvene ........ 0,10 — 
1235 ; ee 0,13 _ 
1 35 > > + -s-n ee le Se 0,12 ~— 
2 35 > : week wttieus — 0,12 — 
3 35 > e- cet Ghote ie a. Se 0,12 g 
435 > > 8 = cere wgt pate ee i aA 0,10 — 


1) Rose, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 50, S. 15, 1903. 


*) Jacoby, ebenda, Bd. 35, S. 213. 
$) Richter, Zeitschr. f. klin. Med., Bd. 35, S. 463, 1898. | 




















Beitrag zur Salz- und Diuretinhyperglykimie. 253 





XXVI. Versuch. 
Dasselbe Kaninchen 2 Tage spiter. 4 Stunden vor dem Versuch 
ca. 300 g Brot. 
5 cem 20%iges Diuretin subcutan an verschiedenen Stellen 
injiziert. 
































| | Blut- | Harn- 

| | zucker | zucker 

| 250 Blutentnahme Ohrvene ........... 0,11 0 
3°00 1 ccm Diuretin subec. Riicken vorne links . — oe 
330 Blutentnahme Ohrvene ........6.-. 0,10 — 
331 1 ccm Diuretin sube. Riicken vorne rechts . | — — 
400 Blutentnahme Ohrvene ...........+) = «=©O12 —- 
4902 1 ccm Diuretin subc. R. Mitte rechts ... — — 
430 Blutentnahme Ohrvene ........6-.. 0,13 
432 1 ccm Diuretin subc. R. Mitte links... . = 
500 Blutentnahme Ohrvene ........... 0,12 -— 
593 1 ccm Diuretin sube. R. hinten ..... . | — | — 
630 Blutentnahme Ohrvene .........-./ 0,10 0 
700 : : ee ee eee 


XXVIII. Versuch. 
Dasselbe Kaninchen 2 Tage spiiter, gefiittert 100 a.m. ca. 300 g Brot 
und frische Kohlblitter. 
5cem 20°%ige Diuretinlédsung intramuskular. 




















| Blut- Harn- 

| zucker | zucker 
| Fy | % 
200 Blutentnahme Ohrvene ......... | Of1 F 
215 S5ccem Diuretin in die Glutéalmusk. injiziert | ~ — 
245 Blutentnahme Ohrvene ........ee-. 10 | — 
315 > > a a a ee 0,12 _ 
400 > > ee a ee ee eee 0,13 9 
4.45 > » eee enna Me) - 
\ 5 45 > > ee ee ar ee ee 0,10 -~ 
7:90 > > ee Se 


8 00 > ee ee ae ao a oe ee 7) 
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; XXVIII. Versuch. 
Dasselbe Kaninchen. 4 Tage spater. Mit Brot und Kohl am Abend 
vorher gefiittert. 
2,5cem 20°% oige Diuretinlésung intravendés 














eens eee a ene) 
Blut- | Harn- 
zucker | zucker 
lg 19 
1045 Blutentnahme Ohrvene oe a 010 | o 
1199 25 ecm 20° ige D-Lésung in die Randvene — io 
1130 Blutentnahme Ohrvene.......6... a 
{215 > > ee ee ee a 062 ; — 
100 > > eee ee ee os | = 
1 45 > » ie eee ee ee so =e > a ~~ 
245 ‘ , te ntttinasenek 2 
345 > > wee eee ee | 082 | 
500 , ' Lathe enaneans) > ieee 
(3 00 m > ee ee ee ee ae ae 016 (| — 


Auffallend ist, daB trotz der hohen Blutzuckersteigerung, 
wie wir sie sonst nie gesehen haben, kein Zucker im Harn 
erscheint. Eine Erklairung mag vielleicht darin zu finden sein, 
daf} durch die vorhergehenden subcutanen und intramuskularen 
Diuretininjektionen eine Nierendichtigkeit erzielt wurde. Die 
Folge dieser Nierendichtigkeit mag andererseits wieder die 
abnorm hohe Blutzuckervermehrung sein. Vielleicht haben wir 
es hier mit dhnlichen Verhialtnissen zu tun, wie bei der Zucker- 
dichtigkeit der Nieren nach wiederholter Adrenalinzufuhr.!) Die 
niihere Beantwortung dieser Frage behalten wir uns noch vor. 

Langsame Injektion von 5—10 ccm 20°/oiger Diuretin- 
ljsung in die Randvene hatte gewohnlich in wenigen Minuten 
den Tod des Versuchstieres unter klonischen- und Streck- 
kriimpfen zur Folge. Wir sind daher in den folgenden Ver- 
suchen in der Dosierung vorsichtiger vorgegangen. 

In einem Versuch suchten wir uns noch tiber den Unter- 
schied in der Wirkung des Diuretins bei subcutaner und intra- 
vendser Injektion Klarheit zu verschaffen. Hierbei kam wieder 
deutlich die geringe Wirkung des Diuretins bei subcutaner 
im Vergleich zur intravendsen Anwendung zum Ausdruck. 


'} Leo Pollak, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 61, S. 149. 
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Je schneller offenbar das Diuretin in die Blutbahn und 
damit in das Gehirn kommt, wo wir uns ja den Angriffspunkt 
des Diuretins, was die Komponente der zuckerausschwemmenden 
Wirkung ins Blut betrifft, zu denken haben, desto grifer ist 
sein Effekt auf die Blutzuckersteigerung. Gewil} wird auch ein 
Teil des Diuretin bei subcutaner Injektion veriindert und 
zerstort, ehe es in die Blutbahn gelangt. 

XXIX. Versuch. 
Minnliches Kaninchen. 3000 g. Nach Riibenfiitterung. 
0,9 ccm 20°%oige Diuretinlésung subcutan. 


| Blutzucker Harnzucker 
0 0; 








/o jo 
1015 Blutentnahme Ohrvene........ | 0,13 | o 
1115 > > oe ee 0,12 | — 
130 0,5 ccm Diuretin sube. ...... | —— | - 
230 Blutentnahme Ohrvene (cae ee 0,11 
3.30 ‘ : : ieee, |e . 
430 > > hoes | 017 (499 120cem 
500 0,4 ccm Diuretin sube. ......| — | — 
615 Blutentnahme Ohrvene ......../! 0,13 630 40 com o 
715 » > ee ae ee eee 0,16 — 
om. . ey es ee — | 40 ccem o 


XXX. Versuch. 
Dasselbe Kaninchen. 3 Tage spiter. Nach Ribenfiitterung. 
0,4 ccm 20°%oige Diuretinlésung in die Ohrvene. 








| | ne 
|Blutz.| Harnz. | Temp. 
| Po V0 





9 Blutentnahme Ohrvene........ | O15  40cecemo| — 
1000 > , 2a eee) CHR eer 
1115 0,4 ccm 20°%oige Diuretinlésung in | | | 

die Ohrvene. Tier nachher sehr elend . | — | 20 ccm 6 | 38,8 ° 
1145 Blutentn. Ohrvene. Tier hat sich erholt | 0,17 | — | — 


1245 ‘ tee? Bee ee ee |— 
1 30 | 0 Or 115 schwache 26 0) 0 
, _ oo ’ 9 | Reduktion av; 
245 > » . . . . ° . . ° . 0,25 | —— — 
BO eee eee eww ees | — [eem Os --- 
400 Blutentnahme Ohrvene ...... | 0,20 | — - 
| 


5 00 > > oe 
615 » > ine ee eee 2 — -— 
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Nachdem wir uns davon tberzeugt hatten, dafB die in- 
travendse Diuretininjektion auf die Blutzuckersteigerung und 
Diurese die grodfte Wirkung ausiibt, suchten wir Aufschlu8 
dariiber zu gewinnen, ob die Menge des intravends einge- 
spritzten Diuretins fiir die Hohe der Blutzuckersteigerung aus- 
schlaggebend ist. Hierbei ergab sich, dafb die Gréfe der Diuretin- 
dosis auch bei unmittelbar vor dem Versuch reichlich mit Riiben 
gefiitterten Tieren fiir die Héhe der Blutzuckersteigerung nicht 
von unmittelbarem Einfluf ist. In den folgenden 4 Versuchen 
konnte nach intravenéser Injektion von 0,4—1,5 cem 20°/oiger 
Diuretinlésung keine Blutzuckersteigerung tiber 0,22°/o erreicht 
werden. Zuckerausscheidung im Harn wurde nicht konstatiert, 
obwohl die die Diurese steigende Wirkung des Diuretin deutlich 
zum Ausdruck kam. 


XXXI. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 2800 g. Nach Riibenfiitterung (2 Stunden vor 
dem Versuch 100 g). 


0.4ccem 20°%oige Diuretinlésung in die Ohrvene. 











| Bhut- Harn- — 
zucker zucker a 
%o 9/0 
| 
910 Blutentnahme Ohrvene .. . . 0,15 i) 37,3° 
10.00 > es ee 0,17 — “= 
1130 0,2ccm Diuretini.v. .... _ g — 
1200 Blutentnahme Ohrvene.... . 0,18 |50cem g|  37,8° 
1 00 > . we vaoeba 0,18 — — 
| 3b > : iw «oadwecs -- 30 ccm 6 — 
315 0,2ccm Diuretini.v. .-.-.. = ts) — 
345 Blutentnahme Ohrvene.... . 0,17 =~ 37,9° 
6 20 > : ««<* woo 0,12 |22ccm 6 — 
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XXXII. Versuch. 


Mannliches Kaninchen. 3100 g. Riibenfiitterung. 


0.5ccm 20°%/oige Diuretinlédsung intravends, 














Blut- Harn- | — 
zucker zucker | 
| 0/9 0/0 peratur 
915 Blutentnahme Ohrvene .....! 0,13 0 | 38,0° 
1015 > > oes Ps 0,15 —- | 
119 0,5 ccm 20°%oige D-Lésung in | 
die Ohrvene (nach der Injektion | 
a = ~- — 
1130 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,22 — | - 
1215 » > ol are cules 0,13 0 | 38,7° 
1 00 > : aes — — 
115 > > heigl ae = o - 
145 > > iviea) at — - 
330 > 5 i ae — 38,8 ° 
4.30 > > ee aera O11 O — 
Am nachst. Morgen noch 130g Riibe. 
845 Blutentnahme Ohrvene .... . 0.17 33 ccm 0,8%) | 38,6° 


9 35 > > ote 0.14 


| 


(Alimentiire Glucosurie, offenbar durch Diuretin be- 


giinstigt. ) 
XXXIII. Versuch. 


Weibliches Kaninchen. 2200 g. Riibenfiitterung (213 g 2 St. vor dem Vers.). 
0,55 ccm 20°%/oige Diuretinlésung in die Ohrvene. 








mane SS J 
Blut- Harn- 
Tem- 
zucker zucker 
‘ 0) peratur 
jo | [0 





915 Blutentnahme Ohrvene ..... 0,15 


10 00 ‘ : ce oe 

10% 0,3 ccm 20°%oige Diuretin- | 
os a = 
1030 Blutentnahme Ohrvene | 0,17 
11 20 > > ooee-l O14 

1215 0,25ccm 20%ige Diuretin- | 

lésung i.v. Tier sofort nach der | 

; | 

Injektion sehr schlapp u. elend, | 
dyspnoisch; erholt sich wieder. .| — 
1280 Blutentnahme Ohrvene.... | 0,22 
125 > , | 0,20 
2 45 > 1 | 0,15 








37,9° 


37,0° 
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XXXIV. Versuch. 
Weibliches Kaninchen. 3300 ¢. Riibenfiitterung. 
1,5ccm 20% ige Diuretinlésung in die Ohrvene. 








Blut- Harn- 





Tem- 
zucker | zucker 
| 0), 0/5 peratur 
915 Blutentnahme Ohrvene ..... | 0,13 i) 38,0 ° 
1000 > » ones | _ | iia 
1020 0,1 cem 20% 01ge Diuretin- | | 
l6dsung lev. . — oa -- 
1100 Blutentnahme Ohrvene ..... | 0,13 — — 
1130 0,2 cem 20°%ige Diuretin- 
lésung i. v. Tier erregt .... | — — — 
1230 Blutentnahme Ohrvene . O15 | — | 38,8° 
1235 feem 20°%oige Diuretinlésung 
i. v., sehr starke Erregung. .. . | — — — 
120 Blutentnahme Ohrvene..... | O18 | -— 39,0 ° 
3.00 F ~ seis ee | O88 | — | oe 
345 0,2 ccm 20° ige Diuretinlés. | | | 
i. v. Tier wieder sehr aufgeregt . | — _—- | -- 
420 Blutentnahme Ohrvene .... . 0,20 —- aa 
545 , > err | le o _ 
| O11 | ) | _ 


10.00 > » er 

In den beiden folgenden Versuchen, in denen die intra- 
venise Injektion von sehr differenten Diuretinmengen zu einem 
hdéheren Grad von Hyperglykéimie und zu Glucosurie fiihrte, 
kommt die Unabhingigkeit der Hyperglykamie von der Diuretin- 
menge noch klarer zum Ausdruck. 

Es wurde in beiden Versuchen eine Hyperglykaémie von 
0),28°/o bezw. 0,29°/o erreicht, obwohl das eine Mal nur 0,3 ccm, 
das andere Mal 1,1 cem der 20°/oigen Lésung intravenos in- 
jiziert wurden. Das Kérpergewicht beider Tiere war ungefahr 
das gleiche, die Ernihrungsbedingungen waren dieselben. Aus 
dem Versuch XXXVI geht weiter hervor, da die wiederholte 
Injektion kleiner Mengen die Wirkung der ersten Dosis zu steigern 
imstande ist, was wir, Versuch XXIX und Versuch XXXI 


ausgenommen, immer beobachten konnten. 


ALA RETRE EHO TTON ER m tay 
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| XXXV. Versuch. Mannliches Kaninchen. 2220g. Riibenfiitterung. 


0,3 ccm 20°%ige Diuretinlésung intravends. 














| muck oe ‘Temp 
Tier aufgebunden. | 
930 Blutentnahme Ohrvene ...... | 0,12 ) 38,2 ° 
1000 > >» a ee 0,11 -—- -— 
1230 . , ite wes | OS a 36.6 ° 
145 > > ee eae ie 0,11 0 
390 0,3 ccm 20° ige Diuretinlésung in 
die Ohrvene. Tier sehr erregt. . . -- 0 | - 
330 Blutentnahme Ohrvene ...... 021 40cem 0,7 —-- 
4.30 > > ee ae 0.25 60cem 1,0 365° 
OP sk & % 4 SOR & ee eee ae - 43 cem 1,5 
530 Blutentnahme Ohrvene ...... | 0,27 ~ — 
; 6 30 > » a ae a 0,27 — 36,0 
eee ee eae 
730 Blutentnahme Ohrvene ...... | 0,28 _- — 
| 9 00 > , 1 ee ee | 019] Seem 2,6 | - 
: 1000 > > ee ee 0.13 4ccm 1,1 — 
945 (a.m. nichster Tag) Blutentn. Ohrv. 0,10 © ) — 


| XXXVI. Versuch. Mannliches Kaninchen. 2100 g. Riibenfiitterung. 


1,14 ccm 20°%oige Diuretinlésung in die Ohrvene. 











Blut- 








| zucker Harnzucker | Temp. 
9/9 9/0 
99 Blutentnahme Ohrvene | 0,10 _ ; — 
OM Biase entleert .. .. ss % | —- g i— 
1015 Blutentnahme Ohrvene ...... | O,16 — 38,7 ° 
1045 0,4 ccm 20°/oige Diuretinlésung 1. v. | | 
Tier sehr unruhig. ........ | — (|11°37ccmo,) — 
1200 Blutentnahme Ohrvene ...... | O18 _- 38,7 ° 
1235 ’ » eS 9 ccm 6 — 
125 0,7 ccm 20°/oige Diuretinlésung i. v. | “— _ ‘ee 
245 Blutentnahme Ohrvene | 0,29 — — 
aa ee eee ee ee es ee -~ 
345 Blutentnahme Ohrvene ...... | 0,29 — — 
445 > > i % * ke Pe _ | 37,2 ° 
515 Tier sehr matt, dyspnoisch .... | — (12ccm0,55, — 
60 Blutentnahme Ohrvene ...... | 0,28 asiae 37,0? 
645 Zeitweise Krimpfe ........ | — | 13ccem 07) — 
TM Eee Wi. wc et eer ee TOM — } — 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 18 
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Fassen wir die Resultate unserer Untersuchungen in den 
Hauptpunkten kurz zusammen, so ergeben sich folgende Tat- 
sachen. 


Salzhyperglykamie. 


Die Injektion grofer Mengen physiologischer NaCl- 
Lésung (bis 570 cem von 0,85°/o) bewirkt beim nicht auf- 
gebundenen Kaninchen und beim gefesselten Kaninchen nach 
Verschwinden der Fesselungshyperglykaimie und -Glucosurie 
keine bemerkenswerte Blutzuckersteigerung. Die hOchsten Werte 
betragen 0,19°/o. Dementsprechend keine Glucosurie trotz 
starker Polyurie. 

Nach intravenoser Injektion gréferer Mengen 2,5 °/o NaCl- 
Loésung war der verzeichnete Blutzuckerhéchstwert 0,19 °/o; 
keine Glucosurie. 

Die intravendse Injektion 10°/o NaCl-Lésung hat regel- 
miafig ein hohes Ansteigen der Blutzuckerkonzentration (bis 
0,35 °/o) und Glucosurie zur Folge. Die Ursache der Glucosurie 
ist nicht in einer vermehrten Permeabilitét der Niere (Under- 
hill und Clossen |. ¢c.), auch nicht in der Erhohung des Blut- 
druckes und Verdiinnung des Blutserums (Bock und Hoffmann 
l. ¢.) zu suchen; die Polyurie ist vielmehr reine Salzwirkung 
und hat mit der Glucosurie nichts zu tun. Die Glucosurie ist 
Folge der Hyperglykamie. Beziiglich der Hyperglykamie ver- 
weise ich auf das Seite 278 Gesagte. 

Wir koénnen uns vorstellen, daB der Reiz vom Zucker- 
zentrum des IV. Ventrikels iiber den Sympathikus zu den Neben- 
nieren geht und Adrenalinémie hervorruft, die ihrerseits wieder 
die Leber zur Zuckerabgabe anregt. Hiermit waren die Be- 
funde von Me. Guigan (zit. nach Bang) in Einklang zu bringen, 
der nachwies, dafi Nebennierenextirpation die Salzhyperglykamie 
verhindert. 

Die intravenése Injektion von 2°/oiger und 2,5°/oiger 
Na,CO,-Lésung, 1°/oiger und 2°/oiger Natriumacetatlosung und 
1°/oiger CaCl,-Lésung bewirkt beim Kaninchen keine Blutzucker- 


vermehrung. 
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Die intravendse Injektion verhiiltnismiibig geringer Mengen 
1°/oiger MgSO,-Lésung hat beim Kaninchen erheblichen Blut- 
zuckeranstieg, der auch zur Glucosurie fiihrt, zur Folge. Die 
Hyperglykamie wird auch hier vom Zentralnervensystem aus- 
gelist und ist als ein Symptom der Mg-Sulfat-Asphyxie und 


-Narkose anzusehen. 


Diuretinhyperglykamie. 


Das Auftreten hoherer Grade von Hyperglykiémie wird 
dadurch erleichtert, dafi die Tiere 2—3 Stunden vor dem Ver- 
such reichlich mit Kohlehydraten (am besten Riiben) gefiittert 
wurden. Jedoch ist auch bei ungefiitterten Tieren durch die 
intravendse Diuretininjektion Blutzuckerzunahme zu _ erzielen. 

Die intravendse Injektion iibertrifft in ihrer Blutzucker 
vermehrenden Wirkung weitaus die subcutane, fraktioniert subcu- 
tane und intramuskulire Injektion. Die wiederhoite intravenése 
Injektion vermag eine weitere Blutzuckersteigerung zu_be- 
wirken. Die Hohe der Hyperglykamie bezw. Glucosurie ist 
von der Dosis des injizierten Diuretins unabhangig; es scheinen 
hier vielmehr individuelle Verhialtnisse mitzuspielen. 

Die Glucosurie tritt erst dann ein, wenn der Blutzucker- 
gehalt mindestens die Hohe von 0,27°/o erreicht hat. Wir 
haben es also bei der Diuretin-Glucosurie mit keinem Nieren- 
diabetes zu tun (Jacoby 1. ¢.), denn zum Ubergang von Zucker 
aus dem Blut in den Harn ist zum mindesten die oben er- 
wahnte Blutzuckerhohe notig. Dies ist auch bei anderen ex- 
perimentellen Diabetesformen des Kaninchens die Blutzucker- 
konzentration, bei der die Niere fiir Zucker undicht wird. 

In Jacobys Versuchen trat der Zucker sehr bald auf, 
schon in dem aufgesammelten Harn der ersten 5—7 Minuten 
(Vers. II. u. IV.) nach Einspritzung der Coffeinpriparate und 
schon beim ersten Anstieg der Diurese. 

In den Kochsalzversuchen von Bock und Hoffmann 
war der Blutzuckergehalt beim ersten Ubertritt von Zucker 
in den Harn noch nicht sicher vermehrt, konnte dies bei fort- 
gesetzter Salzinjektion aber werden. 


18* 
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In den Diuretindiabetes-Versuchen von Rose trat in 
einem Teil der Versuche sehr friih, in anderen fast unmittelbar 
nach der Injektion hochgradige Hyperglykamie ein (in Vers. 71, 
72 z. B. 4—5 Minuten nach Injektion von 0,4 cem Diuretin- 
Los. 0,291°/o Blz. und 0,215°/o Blz.) 

Mit Riicksicht darauf, daB wir im Salz- und Diuretin- 
diabetes Eintritt der Glucosurie nur als Folgeerscheinung einer 
Hyperglykimie von mindestens 0,27°/o Blutzucker gesehen 
haben, miissen wir annehmen, dafi von den Verfassern, denen 
allerdings die Moglichkeit zur oft wiederholten Blutzucker- 
untersuchung nicht gegeben war, die Fesselungshyperglykiamie 
und Glucosurie nicht geniigend beachtet wurde. Bis zum Ein- 
tritt einer Blutzuckersteigerung in der oben erwihnten Hohe 
dauerte es mindestens !/2 Stunde, gewOhnlich aber viel langer. 
Erwiesen ist, dai Héhe und Geschwindigkeit des Blutzucker- 
anstieges nach intravendser Salz- und Diuretinzufuhr durch 
Fesselung des Versuchtieres beginstigt werden. 

Die Befunde von Rose und Richter, die beobachteten, 
dafi beim Diuretindiabetes die Glucosurie noch unterhalten 
wird durch einen Blutzuckergehalt, der weniger als 0,20°/o 
betriigt, bestehen nur insofern zu recht, als sie erst nach 
dem Ubergang von Zucker in den Harn, im Verlauf der Glu- 
cosurie, gemacht wurden, zu einer Zeit also, zu der die Hyper- 
glykiimie wieder im Sinken war. Es ist deshalb nicht richtig, 
anzunehmen, daf im Diuretindiabetes der Ubergang von Zucker 
in den Harn leichter stattfindet, als es sonst bei Hyperglykamie 
gleichen Grades der Fall ist. 

Den Nachweis, da8 im Diuretindiabetes die Hyperglykamie 
der Glucosurie vorangeht, hat Rose bereits erbracht; er hat 
ferner konstatiert, «da8 die Glucosurie auch dann zustande kommt, 
wenn eine renale Wirkung dieses Kérpers durch Unterbindung 
der Nierenarterien ausgeschlossen oder wenn der Sekretions- 
strom durch Unterbindung der Ureteren verlegt ist, er mdéchte 
aber im Gegensatz zu Richter dem reichlich durch das Diure- 
tin hervorgerufenen Sekretionsstrom, also der renalen Wirkung 
des Diuretin fiir das Eintreten der Glucosurie doch eine ge- 


wisse Bedeutung zusprechen. » 
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Wir haben aus unseren Versuchen den Eindruck ge- 
wonnen, dafi die glucosurische Wirkung des Diuretin mit der 
diuretischen nicht im direkten Zusammenhang steht, denn zur 
Polyurie kam es immer, auch nach subcutanen Injektionen, 
nicht aber zur Glucosurie. Nach unserer Auffassung wird auch 
die Diuretinhyperglykamie vom Zentralnervensystem ausgelist 
und ist als ein Symptom der durch das Diuretin bewirkten 
allgemeinen ErhOhung der Retlexerregbarkeit des Zentralnerven- 
systems anzuselhen. 











Beitrage zur chemischen Kenntnis der Echinodermen.') 
Von 


A. Kossel und S. Edlbacher. 


I. Uber die Dissoziation des Spermakerns bei Echinodermen. 


Als Dissoziation des Zellkerns ist eine Erscheinung be- 
zeichnet worden, welche darin besteht, dafi die Kernproteine 
im Laufe der Entwicklung basische Eigenschaften annehmen 
und mit der Nucleinsiiure eine «salzartige» Verbindung bilden.?) 
Diese chemische Umbildung des Zellkerns findet sich in vielen 
Organen der Saugetiere, z. B. in der Thymusdriise, den Lymph- 
driisen, der Milz usw. Ihre Untersuchung ist bisher fast aus- 
schlieblich mit chemischen Hilfsmitteln ausgefiihrt worden, da 
es an einer mikroskopischen Methode zur Erkennung des Vor- 
ganges fehlt. Erst in neuerer Zeit hat M. A. van Herwerden 
versucht, ein fiir die weitere Bearbeitung dieser Fragen so 
sehr wiinschenswertes mikrochemisches Verfahren zu_ ent- 
wickeln. *) 

Fiir die chemische Untersuchung haben sich besonders 
die Spermakerne als giinstige Objekte erwiesen. In den Spermien 
der Siiugetiere ist die Dissoziation bisher nicht nachgewiesen, 
hingegen zeigte sich dieser Vorgang in ausgeprigter Form in 
den Spermaképfen der Fische und die wertvollsten chemischen 
Befunde sind an diesem Material gewonnen. Uber die Ver- 


') Ein Teil dieser Untersuchungen ist in den Sitzungsberichten der 
Heidelberger Akademie der Wissenschaften vom 29. Marz d. J. (Jahr- 
gang 1915, Abt. B der math.-naturw. Klasse) vorlaufig mitgeteilt worden. 

*) A. Kossel, Diese Zeitschrift, Bd. 88, S. 163 (1913). 

8) M. A. van Herwerden, Anatom. Anzeiger, Bd. 47, S. 312; und 
Onderzoekingen gedaan in het Physiologisch Laboratorium der Utrechtsche 
Hoogeschool, Vijfde Reeks XV 8S. 273 (1914). 
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breitung bei den Wirbellosen ist aber noch wenig bekannt 
und unsere Untersuchungen sollten dazu dienen, hieriiber 
weitere Kenntnisse zu gewinnen. 

Hierzu benutzten wir zuniichst die Spermien von Echino- 
dermen und zwar verwandten wir die ganzen geschlechtsreifen 
Testikel von Astropecten aurantiacus, von Strongylocentrotus 
lividus und von Echinus acutus. Die Organe der beiden erst- 
genannten Spezies wurden von A. Kossel auf der zoologischen 
Station in Neapel im Mirz und April gesammelt, die Testikel 
von Echinus verdanken wir Herrn Dr. O. Warburg, welcher sie 
im Juni in Plymouth sammelte und dem wir fiir die Beschaffung 
dieses Materials unsern besten Dank abstatten. 

Bei den Spermien, in welchen diese Umbildung statt- 
gefunden hat, kann das Kernprotein als Histon oder als Pro- 
tamin durch verdiinnte Séuren aus dem Kernanteil der Samen- 
zelle herausgeldst werden. Bei Echinoiden und zwar bei 
Arbacia pustulosa ist schon von A. Mathews!) das Vorkommen 
eines «histonéhnlichen Kérpers», des Arbacins, in den Testikeln 
nachgewiesen worden. Ferner teilen B. Moore, E. Whitley 
und A. Webster mit, dafi sich aus den Testikeln von Echinus 
esculentus eine basische Substanz von dem Molekulargewicht 
8780 extrahieren lasse, welche als ein Zwischenprodukt zwischen 
dem Protamin und Histon anzusehen sei.) 

Wir konnten auch in den Testikeln von Strongylocentrotus 
und Echinus, sowie in denen von Astropecten das Vorkommen 
eines Histons und damit die Dissoziation dieser Kernsubstanzen 
feststellen. Das aus den Testikeln von Astropecten gewonnene 
Protein betrug mehrere Gramm und konnte somit etwas ge- 
nauer untersucht werden. Im Vergleich mit friiheren Unter- 
suchungen ergibt sich aus unsern Analysen, daB die Histone 
eine Gruppe von Proteinstoffen bilden, die untereinander ver- 
schieden sind. 

Protamine haben wir bisher bei den Echinodermen nicht 
gefunden; diese bleiben daher nach unseren heutigen Kennt- 





1) Albert Mathews, Diese Zeitschrift, Bd. 23, S. 399 (1897). 
*) B. Moore, E. Whitley and A. Webster, Biochemical Journal, 
1 


VII, S. 142 (1913). 
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nissen ejne bestimmten Familien der Fische eigentiimliche 
chemische Bildung. 


Darstellung, Zusammensetzung und Eigenschaften 
der Histone. 


Die aus ungefiihr 50 Exemplaren von Astropecten auran- 
tiacus gesammelten minnlichen Geschlechtsdriisen wurden mit 
Alkohol ausgekocht und die Extraktion mit Ather vervoll- 
stiindigt. Der trockene Riickstand wurde sodann in der friiher 
beschriebenen Weise mit einprozentiger Schwefelsiéure im 
Schiittelapparat ausgezogen und das Extrakt mit Alkohol ge- 
fillt. Der in Wasser geléste Niederschlag des Histonsulfats 
wurde mit Natriumpikrat gefallt und das Histonpikrat durch 
Ather bei Gegenwart tiberschiissiger Schwefelsiure von Pikrin- 
siiure befreit. Zum Schlu8B wurde das Histon als Sulfat durch 
Alkohol niedergeschlagen. Das trockene Sulfat ist ein weibes 
in Wasser lésliches Pulver. Die Lésung wird durch Ammoniak 
gefillt: sie gibt die Biuretreaktion und Rotfaérbung mit Millons 
Reagens. Hingegen fehlt die Reaktion mit a-Naphtol nach 
Molisch, die Schwefelbleireaktion und die Tryptophanreaktion 
mit Glyoxylsiure nach Hopkins, sowie die Reaktion mit 
Dimethylaminobenzaldehyd nach Ehrlich, welche nach Rohde 
ein feines Reagens auf Tryptophan ist.) 

Zur weiteren Priifung wurden 0,2 g Astropectenhiston 
mit 20 ecm einer 0,1°/oigen L6sung stark wirksamen Pepsins 
versetzt, welche 0,29°/o HCI enthielt. Nach 16stiindiger Di- 
gestion im Briitofen wurde eine Probe mit Ammoniak tber- 
siittigt und mit einer ammoniakalischen Lésung von Eiweif 
versetzt. Die Fliissigkeit blieb klar, es war also kein Protamin 
zugegen. Eine zweite Probe wurde mit Natron neutralisiert 
und mit Natriumpikrat versetzt; es entstand ein reichlicher 
Niederschlag, somit war die Entstehung von Histopepton nach- 
gewilesen. 

Das Histonsulfat gab in sodaalkalischer L6sung mit Diazo- 
benzolsulfosiiure eine starke Rotfiirbung. An dieser Farben- 


'! KE. Rohde, Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 161 (1905). 
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reaktion ist jedoch anscheinend kein Histidin beteiligt, wie 
aus der folgenden Untersuchung!) hervorgeht: 0,5 g des Sulfats 
wurden 8 Stunden mit konzentrierter Salzsiiure am RiickfluB- 
kiihler gekocht, die Reaktionsfliissigkeit alkalisch gemacht und 
mit Benzoylchlorid bei Gegenwart von Natriumearbonat ge- 
schiittelt. Die jetzt erhaltene Losung gab keine Farbenreaktion 
mit Diazobenzolsulfosiure bei Gegenwart tiberschiissigen Na- 
triumearbonats. 

Aus diesen Reaktionen ergibt sich, daf der Koérper zur 
Gruppe. der Histone gehdrt. Unter den Bausteinen dieses 
Histons ist das Tyrosin durch die Millonsche Reaktion nach- 
weisbar; auch kann es direkt durch Krystallisation aus der 
Monoamidosiiurefraktion erhalten werden, hingegen fehlen die 
Farbenreaktionen auf Tryptophan, Cystin und auf die Kohlen- 
hydratgruppe. 

Die quantitative Untersuchung der basischen Spaltungs- 
produkte dieses Proteins ergab weitere Beweise fiir seine Zu- 
gehorigkeit zur Histongruppe, insofern die Gesamtmenge der 
basischen Spaltungsprodukte sehr hoch ist; hingegen zeigte 
sich eine Abweichung von den bisher bekannten Histonen in 
der Verteilung des Stickstoffs zwischen dem Arginin und dem 
Lysin. Die folgende Zusammenstellung gibt eine Ubersicht 
iiber die Verteilung des Stickstoffs in dem der Analyse leichter 
zuginglichen Teil der Spaltungsprodukte. 


Prozente des Gesamtstickstoffs: 


a a a ee | 
«Histidinfraktion». . . ........ .. . 8,7 
Arginin . . . oa a eee 
Lysin (als Pikrat nn a : * * a ee 
«Monoamidosiéuren» (durch a nicht 
faillbarer Teil) . . . . i.» « . 


Das bei 105° getrocknete Histoneulfss am einen Gehalt 
von 15,83°/o N und 12,28°/o H,SO,. Hieraus berechnet sich 





') Vgl. Inouye, Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 79 (1913). A. Kossel 
und S. Edlbacher, Diese Zeitschrift, Bd. 93, S. 396 (1915). 
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fiir das freie Histon ein Stickstoffgehalt von 18,05°/o und fiir 
100 g Histon folgende Mengen der Spaltungsprodukte: 
Arginin. . 10,9, 
Lysin . . . 10,8 g. 

Die bei der Hydrolyse gebildete Ammoniakmenge ent- 
spricht nur 0,2°/o des Histons, offenbar ist diese 4uferst gering- 
fiigige Ammoniakbildung auf eine Nebenreaktion zu beziehen. 

Der Gehalt an Arginin ist etwas niedriger, der Lysingehalt 
etwas hoher als bei den bisher bekannten Histonen; auberdem 
tritt bei der Spaltung einiger Histone auch Ammoniak auf. Zum 
Beispiel betragt im Thymushiston der Gehalt an Argininstickstoff 
25,2, an Lysinstickstoff 8,0, der in Form von Ammoniak ab- 
gespaltene Stickstoff 7,5°/o des Gesamtstickstoffs. ') 

Besonders auffallend ist das Verhalten der «Histidin- 
fraktion», d. h. desjenigen Teils der hydrolytischen Spaltungs- 
produkte, welcher durch Silbernitrat bei Gegenwart von iber- 
schiissigem Barythydrat gefillt wird, gleichzeitig aber auch bei 
neutraler oder alkalischer Reaktion durch Silbersalze fiillbar ist. 
Diese Fraktion gab eine intensive Rotfarbung mit Diazobenzol- 
sulfosiiure bei Gegenwart von tiberschiissigem Natriumcarbonat, 
welche weder auf Histidin noch auf Tyrosin bezogen werden 
konnte. Letzteres war ausgeschlossen, da die Millonsche 
Reaktion in dieser Fraktion fehlte, ersteres ist unwahrschein- 
lich, weil die Farbstoffbildung nach der oben erwiihnten Reak- 
tion nicht eintrat, wenn die Losung vor der Einwirkung der 
Diazobenzolsulfosiiure bei Gegenwart von Alkali mit Benzoyl- 
chlorid geschiittelt war. ?) 

') Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 307 (1906). 

2) A. Kossel und F. Kutscher haben friiher Zweifel geaubert, 
ob der aus dem Thymushiston durch Hydrolyse gewonnene und in der 
Histidinfraktion enthaltene Kérper wirklich Histidin ist (Diese Zeitschrift, 
Bd. 31, S. 193). Da die obigen Beobachtungen geeignet waren, diese 
Zweifel zu vermehren, so haben wir eine gréfere Menge Thymushiston 
durch Schwefelsiiure gespalten und daraus Histidin dargestellt. Dasselbe 


zeigte die bekannten Reaktionen und gab bei der Stickstoffbestimmung 
folgenden mit Histidin tibereinstimmenden Wert: 


1,770 mg ergab 0,407 ccm Stickstoff (761 mm, 19°). 
Gefunden: 26,92°/o N, berechnet fiir C,H,N,O,: 27,0990 N. 
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Die aus den Testikeln von Echinus acutus und Stron- 
gylocentrotus lividus dargestellten Histone zeigten im we- 
sentlichen die gleichen Eigenschaften, wie das Astropecten- 
histon. Auch sie gaben weder die Tryptophanreaktion, noch 
die Schwefelbleifarbung beim Erhitzen des Proteins mit einer 
Losung von Bleioxyd in Natronlauge, wohl aber die Millonsche 
Reaktion. Im Gegensatz zum Astropectenhiston ergab sich bei 
den beiden Echinoidenhistonen bei der Molischschen Probe 
mit a-Naphtol eine starke Rotfarbung. Durch Ammoniak war das 
Strongylocentrotushiston in der Kiailte leicht fillbar, wéhrend 
das aus Echinus erhaltene Histon bei gewohnlicher Temperatur 
nur eine Triibung mit Ammoniak gab, welche sich erst auf 
Zusatz von ammoniakalischer Proteinldsung oder (ohne diesen 
Zusatz) beim Erhitzen zu einem Niederschlag zusammenballte. 
Beim Echinushiston wurde die Histopeptonreaktion in der oben 
erwahnten Weise angestellt; sie fiel positiv aus. 


II. Uber die Extraktivstoffe bei Echinodermen. 


Wahrend der grofere Teil der stickstoffhaltigen Gewebs- 
bausteine in den Proteinstoffen, Nucleinsiiuren usw. festgelegt 
ist, tritt ein anderer geringerer Teil in freiem Zustande auf 
und dieser letztere bietet fiir eine vergleichende Histochemie 
bemerkenswerte Gesichtspunkte. Schon ilteren Untersuchern 
ist es aufgefallen, daB bei gewissen Meerestieren gréBere 
Mengen solcher stickstoffhaltiger Gewebsbestandteile angehiiuft 
werden, welche in anderen Tierklassen nur in geringer Menge 
vorkommen oder ganz fehlen. Ein bekanntes Beispiel dieser 
Art ist das Auftreten bedeutender Harnstoffmengen bei Se- 
lachiern. Ebenso kommt das Taurin in den Muskeln von 
Cephalopoden,!) Gastropoden, Lamellibranchiaten in erheblicher 
Menge vor, wiihrend es in den Geweben hoherer Tiere als 
freie Amidosiiure nur sparlich gefunden ist?) und auch bei 
manchen wirbellosen Seetieren fehlt. Wir haben es z. B. beim 
Hummer vergebens gesucht. Ahnlich ist das Verhalten des 





') M. Henze, Diese Zeitschrift, Bd. 43, S. 477 (1905). 
*) K. Micko, Diese Zeitschrift, Bd. 56, 5. 180 (1908). 
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Glykokolls, welches in den Muskeln einzelner Lamellibran- 
chiaten (Pecten) angehauft ist, wahrend es in anderen (Mytilus) 
nicht nachgewiesen werden konnte.') Auch das Kreatin ist 
kein regelmiibiger Bestandteil des Muskelgewebes, es fehlt 
den Muskeln des Octopus?) und gewissen Krebsen und findet 
sich bei anderen darauf untersuchten Wirbellosen nur in 
zweilfelhaften Spuren.®) 

Unsere Untersuchungen ergaben neue Erfahrungen der 
gleichen Art. Sie zeigen, dafi auch das Sarkosin zu den 
Stoffen gehért, welche sich in freiem Zustand in den Geweben 
anhiiufen kénnen. Wir fanden es in den radialen Blinddéirmen 
von Astropecten aurantiacus. Daneben zeigte sich in allen 
bisher untersuchten Organen dieser Species eine sehr reich- 
liche Menge von Taurin und ferner Glykokoll. AuSerdem 
konnten wir aus den radialen Blinddaérmen dieser Spezies noch 
Tyrosin, Isoleucin und Glutaminsdure darstellen. Ver- 
mutlich ist auch noch Leucin und Prolin vorhanden, doch war 
der Nachweis dieser beiden letztgenannten Stoffe nicht mit 
Sicherheit zu erbringen. 

Da die radialen Blinddérme der Nahrungsaufnahme dienen 
und da ferner nach Griffith und Cohnheim‘) aus diesem 
Organ Fermente entstehen kénnen, welche eine Autolyse unter 
Bildung von Leucin und Tyrosin hervorrufen, so wire es 
denkbar, daf das Tyrosin, Isoleucin, die Glutaminséiure und 
vielleicht auch das Leucin und Prolin wiéhrend des Lebens 
durch einen Verdauungsprozeh aus dem Nahrungseiweifi hervor- 
gegangen sind. Eine postmortale Autolyse ist in unserm Falle 
nicht anzunehmen, da die Leberschlauche unmittelbar nach 
der Herausnahme in Alkohol gebracht worden sind. Das Gly- 
kokoll kann nicht ausschlieflich unter diesem Gesichtspunkt 
angesehen werden, da es sich auch in anderen Organen 
(Testikeln, Ovarien) reichlich vorfindet. 


') A. Kelly, Beitriige zur chemischen Physiologie und Pathologie, 
Bd. 5, S. 380 (1904). 


*) M. Henze, I. c. 
8) Y. Okuda, zitiert nach «Chemisches Zentralblatt» 1913 I, 1289. 


‘) Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. 33, S. 9 (1901). 
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Die Testikel von Strongylocentrotus lividus, von denen 
wir eine kleine Menge untersuchten, liefien im Gegensatz zu 
denen des Astropecten keine Krystallisation von Taurin er- 
kennen, wohl aber enthielten sie eine reichliche Menge Glykokoll. 

Das freie Auftreten dieser stickstoffhaltigen Korper und 
anderseits ihre Verankerung in den grofen Verbiinden der 
Proteine, ist natiirlich von Einfluf auf die Regelung des osmo- 
tischen Drucks der Gewebe, der bekanntlich bei den «poiki- 
losmotischen!) wirbellosen Meeresbewohnern dem des Meer- 
wassers entspricht. Auf diese Weise ergibt sich eine neue 
oder bisher zu wenig beachtete Betrachtungsweise fiir diese 
«Extraktivstoffe», insbesondere fiir die Beurteilung des reich- 
lichen Vorkommens von Taurin, Glykokoll usw. in den Ge- 
weben der genannten Arten. 


Darstellung und Analyse der Extraktivstoffe. 


Das Taurin wurde aus den radialen Blinddiirmen, den 
Testikeln und Ovarien von Astropecten gewonnen; es _ findet 
sich in diesen Organen in freiem Zustande. Kin Teil des Tau- 
rins war durch den Alkohol schon bei gewoOhnlicher Tempe- 
ratur, ein anderer Teil in der Siedehitze aufgenommen worden 
und schied sich nach mehrtigigem Stehen an den Wandungen 
des Gefiibes krystallinisch ab oder konnte durch Fillung mit 
Ather oder Aceton abgeschieden werden. In iihnlicher Weise 
wurde das Taurin aus den Testikeln und Ovarien erhalten. 
Durch Umkrystallisieren aus heiBem Wasser, notigenfalls durch 
Alkoholfallung aus der wisserigen Lésung kann leicht eine 
Reinigung erzielt werden. 

Die Analyse fiihrte zu folgenden Zahlen: 


Krystalle aus Testikeln: 
1. 5,780 mg = 0,545 ccm N (763 mm, 16°). 
Gefunden: 11,18°/o 
Berechnet: 11,19°/o N. 





') Vgl. R. HOber, Physikalische Chemie der Zelle und der Gewebe, 
4. Aufl., 1914, S. 37. 
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bo 


3,690 mg = 0,357 ccm N (752 mm, 19°). 
Gefunden: 11,19°/o 
Berechnet: 11,19°/o N. 
3. 4,460 mg = 2,32 mg H,O und 3,19 mg COQ,. } 
Gefunden: 5,82°/o H und 19,50°/o C 
Berechnet: 5,64°/o H und 19,18°/o C. 
3,400 mg = 6,310 mg BaSO. 
Gefunden: 25,50°/o0 S 
Berechnet: 25,62 °/o 5S. 
Krystalle aus Ovarien: 
1. 3,230 mg = 0,305 ccm N (752 mm, 19°). 
Gefunden: 10,92 °/o | 
Berechnet: 11,19°/o N. 
2. 5,735 mg = 3,11 mg H,O und 4,14 mg CO. 
Gefunden: 6,06°/o H und 19,68°/o C 
Berechnet: 5,64°/o H und 19,18°/o C. 


Krystalle aus radialen Blinddarmen: 

1. 5,240 mg = 0,486 ccm N (763 mm, 16°) 
Gefunden: 11,00°/c N 
Berechnet: 11,19°/o N. 

3,900 mg = 1,84 mg H,O und 2,50 mg CO 
Gefunden: 5,88°/o H und 19,45°%/o C 


, 
_~ 
. 











ants 





Berechnet: 5,64°/o H und 19,18°o C. {] 
Krystalle aus Testikeln: 19,50°/o C; 582% H; 11,18, ; 
11,190 N; 25,50°%o S 
2 »  QOvarien: 19,68 °/o C; 6,06°/o H; 10,92°/o N 
> »  Blinddirmen: 19,45°/o C; 5,88°/o H; 11,00°/o N 
Berechnet fiir Taurin: 19,18°/o C; 5,64°/o H; 11,19°%/o N; 


25,62°/o S. 
Diese und die weiter unten aufgefiihrten C, H und N-Be- 
stimmungen sind nach der Methode von Preg] ausgefiihrt worden. 
Zur Darstellung des Glykokolls dienten die Testikel. | 





Wenn man das heifi bereitete alkoholische Extrakt nach Ent- 
fernung der beim Erkalten ausgeschiedenen Krystalle mit Aceton | 
versetzt, so scheidet sich ein Ol ab, welches tiber Nacht kry- 
stallisiert. Die Krystalle sind eine Mischung von Taurin und | 
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Glykokoll. Ersteres ist in Wasser schwerer ldslich und kann 
dadurech grOftenteils abgetrennt werden. Zur Reingewinnung 
des Glykokolls wird die Mutterlauge der Taurinkrystalle mit 
Kupferecarbonat gekocht, um das schwerer ldsliche Glykokoll- 
kupfer zu gewinnen. 

Von diesem schwerer léslichen Kupfersalz wurden drei 
Fraktionen erhalten, welche alle aus Glykokollkupfer bestanden, 
wie die folgenden Stickstoffbestimmungen zeigen : 

Fraktion I. 3,955 mg = 0,425 cem N (748 mm, 21°). 
Gefunden: 12,27°/o N. 

Fraktion I]. 5,745 mg = 0,603 ccm N (748 mm, 21°). 
Gefunden: 11,99°/o N. 

Fraktion III: 200,3 mg nach Kjeldahl! erforderten 17,5 eem 
n/yo-Sdure. Gefunden: 12,23 °%o N. 

Fraktion: I: Fraktion II: Fraktion III: 
12,27°%o N 11,99°/o N 12,23 °/o N. 
Berechnet fiir Glykokollkupfer: 12,20°/o N. 

Beim langsamen Verdunsten der analog behandelten von 
Taurin und Glykokoll befreiten kupferhaltigen Liésungen aus 
den radialen Blinddérmen bildeten sich grofe Krystalle eines 
tiefblauen Salzes. Diese Kupferverbindung wurde in Wasser 
gelést und heifi mit Alkohol versetzt. Auf Zusatz einer ge- 
ringen Menge Ather schieden sich die Krystalle von neuem 








\" aus und dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Die ab- 
h gesaugten und bei 120° bis zur Gewichtskonstanz zetrockneten 
Krystalle ergaben folgende Werte: 
1. 3,160 mg = 0,311 ccm N (762 mm, 19°) 
Gefunden: 11,54°/o N. 


2. 3,966 mg = 1,74 mg H,O, 4,39 mg CO,, 1,310 mg CuO. 
Gefunden: 4,91°/o H; 30,18 C; 26,39°/o Cu. 
Gefunden: 4,91°/o H; 30,18°/o C; 26,39°/o Cu; 11,540/, N. 
Berechnet fiir (C,H,NO,),Cu: 

| 5,01°/o H; 30,06°/o C; 26,52°/o Cu; 11,69°%/o N. 

| Die Zusammensetzung léft die Frage offen, ob Alanin 
oder Sarkosin in der Kupferverbindung vorliegt. 

\ Eine Aufklarung hiertiber gaben die folgenden Unter- 
suchungen, fiir welche das heifbereitete Alkoholextrakt der 
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radialen Blinddirme von Astropecten diente. Dasselbe wurde 
zuniichst von den beim Erkalten ausgeschiedenen Krystallen 
des Taurins und von Oligen Abscheidungen befreit, dann wurde 
der Alkohol abdestilliert und der Riickstand mit Aceton ex- 
trahiert. Der in Aceton unldsliche Teil wurde mit Wasser 
aufgenommen, die wisserige Loésung filtriert und das Filtrat 
eingedampft. Der Verdampfungsriickstand wurde zunichst 
wiederum von neuen krystallinischen Abscheidungen des Taurins 
abgesaugt, sodann nach dem Verfahren von E. Fischer ver- 
estert und die Ester bei einem Druck von 15 mm Quecksilber 
destilliert. Die Hauptmenge ging bei 80° tiber. Wir teilten die 
veresterte Substanz auf diese Weise in zwei Fraktionen, deren 
erste «A» den zwischen 60 und 100° destillierenden Anteil 
bildete, deren zweite «B» einen tiber 100° liegenden Siede- 
punkt hatte. 

Fraktion A. Das tiberdestillierte Estergemisch wurde in 
bekannter Weise verseift und die freien Amidosauren fraktioniert 
krystallisiert. Die zuerst krystallisierenden Anteile ergaben einen 
der Formel C,H,,NO, entsprechenden Stickstoffgehalt. 

2,69 mg = 0,247 ccm N (757 mm, 19°). Gefunden: 10,69 °/o. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: 10,69 °/o. 

Zur Entscheidung der Frage, ob Leucin oder Isoleucin 
vorhanden war, wurde 0,1 g der Substanz in wiisseriger LOsung 
mit 0,3 g Kupfercarbonat gekocht, und dann das Ganze, ohne 
zu filtrieren, zur Trockne verdunstet. Der Riickstand wurde 
mit Methylalkohol extrahiert, filtriert und eingedampft. Das in 
Methylalkohol losliche Kupfersalz wog 0,12 g. Aus der ganzen 
Menge der verwandten Amidosaure kann sich 0,15 g Kupfer- 
salz bilden, das Kupfersalz war daher zum gr6Bten Teil in 
Methylalkohol léslich, und der Korper bestand somit fast vollig 
aus Isoleucin. Da die Stickstoffbestimmung gut tibereinstim- 
mende Werte gegeben hat, kann eine etwa vorhandene Bei- 
mischung wohl nur aus Leucin bestanden haben. 

Die Mutterlauge des Isoleucins wurde zur Trockne ge- 
bracht und mit Athylalkohol ausgekocht. 

Der in Athylalkohol lisliche Teil sollte zum Nachweis 
des Prolins dienen, doch wurden bei der Analyse der daraus 
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dargestellten Phenylcyanatverbindung keine geniigend scharf 
stimmenden Analysenzahlen erhalten, so dab die Gegenwart 
dieses Kérpers zweifelhaft bleibt. 

Der in Athylalkohol unlésliche Teil liste sich in der 
Siedehitze leicht in Methylalkohol und krystallisierte daraus 
nach dem Erkalten langsam in gut ausgebildeten Krystallen, 
welche bei der Analyse den der Formel C,H,NO, entsprechenden 
Stickstoffwert ergaben. 

4.240 mg = 0,571 ecm N (759 mm, 19°). Gef.: 15,71 °/o. 
Fiir C,H,NO, berechnet: 15,73°/o. 

Es lag hier somit offenbar dieselbe Substanz vor, deren 
Kupfersalz friiher untersucht war. Die Identitét mit dem 
Sarkosin wurde nachgewiesen 1. durch den Schmelzpunkt der 
urspriinglichen Krystalle; derselbe lag, den Angaben von 
Mylius!) entsprechend, bei 215°, 2. durch den Schmelzpunkt 
der Naphthalinsulfoverbindung, welche nach der Methode von 
E. Fischer dargestellt war. Die aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisierte Substanz schmolz bei 176°; Friedmann?) fand 
den Schmelzpunkt bei 172--173°, 3. durch die Krystallform. 

Die krystallographische Untersuchung, welche Herr Prof. 
Dr. Wilfing auszufiihren die Giite hatte, wurde durch die 
hygroskopische Beschaffenheit der aus Methylalkohol erhal- 
tenen Krystalle erschwert, bewies aber mit Sicherheit, dab 
die Krystalle Sarkosin waren. Wir statten Herrn Professor 
Wiilfing fiir seine wertvolle Hilfe unsern Dank ab. 

Eine erste Krystallisation zeigte Formen, wie sie 
A. Schmelcher®) abbildet. Nur wurde der Winkel des Quer- 
domas etwas kleiner, als bei Schmelcher, namlich zu etwa 
Sitlz gegeniiber dem von Schmelcher beobachteten Wert 
von 82° 44 gefunden. Ubrigens haben auch Revisionsmessungen 
des frisch aus Methylalkohol umkrystallisierten kéuflichen Sar- 
kosins (Merck) ebenfalls diesen kleineren Wert (etwa 81° 20‘) 
ergeben. 





") Mylius, Berichte der deutschen chem. Ges., Bd. 17, S. 286 (1884). 

*) Friedmann, Beitrige zur chemischen Physiologie und Patho- 
logie, Bd. 11, S. 161 (1908). 

*) Vgl. Groth, Chemische Krystallographie III, 1910, S. 100, Fig. 992. 
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Das obige aus Astropecten gewonnene Priparat wurde 
nochmals aus Methylalkohol umkrystallisiert. Hierbei entstanden 
Krystalle, die zuerst ganzlich von den erst erhaltenen abzu- 
weichen schienen. Diese stellten sich aber bald als Verzer- 
rungen heraus, die dadurch entstanden waren, dafi neben dem 
vollstiindig ausgebildeten Querdoma nur eine Prismenfliche 
mit der Gegenflaiche sich entwickelt hatte. Auch an diesem 
Priiparat wurde der Querdomenwinkel wieder etwas kleiner 
wie bei Schmelcher, namlich zu etwa 81° gefunden. Der 
Winkel von Prisma zu Doma ergab sich zu etwa 54°, wie 
auch Schmelcher angibt. 

Fraktion B. Der im Kolben verbliebene Riickstand 
wurde mit Barytl6sung 2 Stunden auf dem Wasserbade er- 
wirmt, um die Ester zu verseifen, und der Baryt mit Schwefel- 
siiure entfernt. Die sauer reagierende Fliissigkeit wurde mit 
Phosphorwolframsiure gefallt und das Filtrat des Phosphor- 
wolframsiiureniederschlags durch Schwefelsiure unter Ver- 
meidung eines Uberschusses vollkommen vom Baryt befreit. 
Aus der stark sauer reagierenden Fliissigkeit schieden sich 
schwer lisliche Krystallbiischel ab, welche sich durch ihr Aus- 
sehen, durch die Millonsche Reaktion und durch die Analyse 
als Tyrosin erwiesen. 

2,13 mg = 0,149 ccm N (749 mm, 20°). Gef.: 8,03°/o N. 
Berechnet: 7,74°/o N. 

Die Mutterlauge des Tyrosins gab eine zweite und dritte 
Krystallisation und diese bestand aus Glutaminsaure. Die 
bis zum Verschwinden der Millonschen Probe aus Wasser 
umkrystallisierten Substanzen gaben folgende Stickstoffzahlen: 
1. 3,79 mg = 0,314 ccm N (755 mm, 19°). Gef.: 9,62°/o N. 
2. 4,68 mg = 0,390 cem N (749 mm, 20°). Gef.: 9,56°/o N. 

Fiir Glutaminséure berechnet: 9,50°/o N. 





Aus Strongylocentrotus lividus wurde Glykokoll 
in folgender Weise erhalten: die Testikel der im April in 
Neapel gesammelten Seeigel wurden in der Siedehitze mit 
Alkohol extrahiert. Der Alkohol hinterlieS beim Verdunsten 
eine braungelbe Masse, welche zum Teil dOlige, zum Teil 
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krystallinische Abscheidungen enthielt. Der Olige Teil konnte 
durch Ather gréftenteils entfernt werden. Der krystallinische 
Teil wurde mit Tierkohle aus Wasser mehrfach umkrystalli- 
siert. Die Krystalle waren schwefelfrei, enthielten also kein 
Taurin. Sie wurden durch Kochen mit Kupfercarbonat in das 
Kupfersalz iibergefiihrt. Dieses gab nach dem Trocknen bei 
120° die folgenden Stickstoffwerte. 

2,35 mg = 0,291 ccm N (752 mm, 20°). Gefunden: 13,26°/o N. 
Berechnet fiir Glykokollkupfer: 13,23 °/o N. 


III. Stellasterin und Astrol. 


Zur Darstellung des Stellasterins wurde der in Ather 
lisliche Teil des heifbbereiteten Alkoholextraktes mit alko- 
holischer Kalilauge verseift, der nach Entfernung des Alkohols 
verbleibende Riickstand in Wasser verteilt und mit Ather aus- 
geschiittelt. Fiir die Gewinnung des darin gelisten Sterins 
wurde das mit Natriumsulfat entwisserte und filtrierte Ather- 
extrakt verdunstet, der Riickstand nach dem Verfahren von 
Windaus') aus alkoholischer Lésung mit Digitonin gefallt und 
das Digitonid durch einstiindiges Kochen mit Essigsiiureanhydrid 
zerlegt. Aus der erkalteten Fltissigkeit scheidet sich das Acetat 
zum groften Teil aus. Zur Gewinnung des kleinen Restes wurde 
das Essigsiureanhydrid auf dem Wasserbade abgeblasen und der 
Riickstand aus Alkohol umkrystallisiert, in welchem das Stella- 
sterinacetat in der Siedehitze ziemlich leicht, bei Zimmer- 
temperatur hingegen sehr wenig ldslich ist. Das freie Stellasterin 
stellten wir aus dem mehrfach umkrystallisierten Acetat durch 
Verseifung mit 25°/oiger wisserig-alkoholischer Kalilauge dar. 
Wahrend des zweistiindigen Erhitzens am Riickflubkihler trat 
keine vollstandige Lésung ein. Die Reaktionsfliissigkeit wurde 
mit Wasser verdiinnt, mit Ather ausgeschiittelt, der Ather ver- 
dunstet und der Riickstand aus heiBem Alkohol umkrystallisiert. 

Wir erhielten das Stellasterin aus den Testikeln und den 
Blinddirmen von Astropecten aurantiacus. Fir die Analyse 
wurden die Priparate beiderlei Ursprungs vereinigt und um- 





') A. Windaus, Berichte der deutschen chemischen Gesellschaft, 
Bd. 42, S. 240 (1909). 
10* 
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krystallisiert. Die Loslichkeitsverhaltnisse sind nahezu die- 
selben wie die des Cholesterins. Es ist sehr leicht l6éslich in 
Ather und in heiBem Alkohol, ferner léslich in Ligroin und 
Chloroform, etwas weniger in Aceton, Benzol, Eisessig, wenig 
ldslich in kaltem Methylalkohol, in letzterem ist es in der 
Hitze leicht léslich. Der Schmelzpunkt liegt bei 149 bis 150°. 
Es zeigt die Liebermann-Burchardtsche Reaktion und 
zwar entwickelt sich die Farbung beim Stellasterin schneller 
und intensiver, als dies beim Cholesterin der Fall ist. Der 
Unterschied zeigt sich besonders deutlich, wenn man eine sehr 
geringe Menge des Sterins in etwa 2 ccm Chloroform lést, 
dazu 4 Tropfen Essigsiiureanhydrid und einen Tropfen konzen- 
trierte Schwefelsiure hinzusetzt. Hingegen tritt beim Stellasterin 
die Salkowskische Raktion mit Chloroform und konzentrierter 
Schwefelsiiure nicht in typischer Weise ein. Die Farbung ist 
eine gelbrote. Auch ist keine Ausscheidung eines schwer los- 
lichen Bromids zu bemerken, wenn man eine moglichst kon- 
zentrierte atherische Loésung des Sterins nach Windaus mit 
einer Lisung von Brom in Eisessig versetzt. Hierbei tritt eine 
Entfiirbung der ersten Tropfen der Bromlisung ein und im 
Laufe von mehreren Stunden entwickelt sich eine Griinfarbung 
der Fliissigkeit. Schneller 148t sich diese Farbung beobachten, 
wenn man ein Krystillchen des Stellasterins auf dem Deckel 
eines Porzellantiegels mit zwei bis drei Tropfen Bromeisessig- 
ldsung versetzt; beim Verdunsten der Eisessigbromlésung bei 
gewOhnlicher Temperatur farbt sich der Krystall griin. 

Die Analyse des freien Sterins fiihrt zu folgenden Zahlen: 

1. 5,426 mg = 5,65 mg H,0; 16,70 mg CO, 

Gefunden: 11,65°/o H und 83,95°/o C. 
2. 4,083 mg = 4,20 mg H,O; 12,62 mg CO, 
Gefunden: 11,52°/o H und 84,30°/o C. 


Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,0: 
C 83,95 84,30 84,30 °/o 
H 11,65 11,52 11,54°/o. 


Das Stellasterinacetat kann aus dem freien Stella- 
sterin durch Erhitzen mit Essigséureanhydrid dargestellt werden. 
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Es wurde aus Alkohol, in welchem es in der Kilte sehr wenig 
léslich ist, umkrystallisiert. Der Schmelzpunkt der Krystalle 
lag nach zw6lfmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol bei 176 
bis 177°. 
Priiparat I. 3,270 mg = 3,08 mg H,O und 9,77 mg CO, 
Gefunden: 10,54°/o H und 81,49°/o C 
Priparat II. 1. 5,142 mg = 4,93 mg H,O und 15,46 mg CO, 
Gefunden: 10,74°/o H und 81,88°%/o C 
2. 5,957 mg = 5,72 mg H,O und 17,86 mg CO, 
Gefunden: 10,75°/o H und &1,77°/o C 


Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,0,: 
Priip. | Pri. Il 
C 81,49 81,88 81,77 81,62 
H 10,54 10,74 10,75 10,87. 


Zur Darstellung des Stellasterinbenzoats wurden 
0,15 g Stellasterin mit 0,06 g Benzoylchlorid wahrend 15 Mi- 
nuten auf 160 bis 170° erhitzt und die geschmolzene Masse 
nach dem Erkalten in Ather gelést. Die warme Lésung wurde 
bis zur Krystallabscheidung mit Alkohol versetzt, eingeengt 
und die Krystalle abgesaugt. Sie wurden aus wenig Alkohol 
umkrystallisiert. 

In ihnlicher Weise wie das Cholesterinbenzoat zeigt 
dieser Kérper die Erscheinung des doppelten Schmelzpunkts. 
Wird die Substanz erhitzt, so schmilzt sie zunéchst bei 100° 
zu einer triiben priachtig opalisierenden Fliissigkeit, die sich 
bei 125° plotzlich aufhellt. Zur Analyse wurde die Substanz 
dreimal aus Alkohol umkrystallisiert. 

3,452 mg = 3,00 mg H,O und 10,55 mg CO, 
Gefunden: 83,35°%oC 9,73 °%oH 
Berechnet fiir C,,H,,.0,: 83,55°/oC 9,90 °/oH. 

Das Benzoat ist in Ather sehr leicht léslich; es lést 
sich ferner in Chloroform, Alkohol, Aceton, Eisessig und Ligroin, 
schwerer in Methylalkohol und Benzol. 

Herr Professor F. Pregl hatte die Freundlichkeit, einige 
Molekulargewichtsbestimmungen des Acetats mit Hilfe der von 
ihm fiir kleine Substanzmengen ausgearbeiteten Siedemethode 
auszufiihren. Diese ergaben fiir das Lésungsmittel Aceton: 
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Le ig 
’ K = 16,7 
l_o,= D92img 
A,= 0,030°. 
2. S,== 16,79 mg 
O = 0,063°. 
Somit ergibt sich nach der Formel 
s K 
M == 100 ee 
M, = 427 
M,= 440 


Berechnet fiir Stellasterinacetat: 
M = 426. 


Die krystallographischen Untersuchungen, bei denen wir 
uns wiederum der freundlichen Hilfe des Herrn Professor 
Wiilfing zu erfreuen hatten, fiihrten zu folgenden Ergebnissen: 

Freies Stellasterin:  Leistenformige Krystalle mit 
grader AuslOschung. Die Zonenachse liegt parallel dem mitt- 
leren optischen Vektor (6). Auf dem Bblittchen tritt im kon- 
vergenten Licht eine optische Achse aus unter etwa 33° gegen 
die Normale. Die Ebene der optischen Achsen steht senkrecht 
zur Liingsausdehnung der blattchen. Der optische Charakter 
ist positiv. 

Stellasterinacetat: Die Krystallchen stellen aufer- 
ordentlich diinne Bliittchen von rhombischem Umrifi mit einem 
Winkel von 70!/2° dar. Auf diesem Bliittchen tritt eine optische 
Achse fast senkrecht aus. Bei der unvollkommenen Ausbildung 
der Krystillechen ist eine genaue Messung nicht miglich. Es 
wurden zwischen optischer Achse in Luft und Blattchennormale 
Winkel von 1° bis 6° gemessen. Die Ebene der optischen 
Achsen halbiert etwa den spitzen Winkel der Rhomben. Der 
Achsenwinkel ist groB, der optische Charakter positiv. 

Fiir die Aufsuchung des Stellasterins wird es wichtig 
sein, diese Krystalle mit denen anderer Sterine zu vergleichen. 

Uber das Phytosterin liegen Beobachtungen von Miigge 
und Weibull vor, die wir der Chemischen Krystallographie 











a 


— 





¢ 
& 
& 
= 

¥ 


Beitrige zur chemischen Fenntnis der Echinodermen. 281 


von Groth entnehmen:') das Phytosterin bildet «mikroskopische 
monokline Tiifelchen {001}, begrenzt von {100}, {110} und 
zuweilen {010}; {110} : {100} = 54°; Ebene der optischen 
Achsen {010}, durch {001} ein Achsenbild sichtbar». Wir maBen 
noch an einem von uns aus Sesamol dargestellten Priparat 
von Phytosterin den Winkel der optischen Achsen in Luft gegen 
die Plattchennormale zu etwa 50°. 

Aus demselben Phytosterin stellten wir das Acetat dar; 
dasselbe bildete mikroskopische leistenformige Krystalle. Die 
Achsenebene steht senkrecht zur Lingsausdehnung der Plittchen, 
also Zonenachse der Leisten parallel dem mittleren optischen 
Vektor (6). Neigung der optischen Achse in Luft etwa 22° 
zur Blittchennormalen. Optischer Charakter positiv. 

Die bisherigen optischen Bestimmungen am Cholesterin 
(aus Gallensteinen) seien dahin erganzt, daf die auf {010} aus- 
tretende optische Achse in Luft mit der Pliittchennormale einen 
Winkel von etwa 56° bildet. 

Die gemeinsame Eigentiimlichkeit der drei Alkohole und 
der beiden Ester ist die fiir eine Untersuchung sehr bequeme 
Lage einer optischen Achse, welche auf derjenigen Fliiche aus- 
tritt, die sich der Beobachtung unmittelbar darbietet. Die Schiefe 
dieses Austritts ist so erheblich verschieden, daf sie ohne 
genauere Messung die Koérper zu unterscheiden erlaubt. Wir 
stellen sie hier noch einmal tibersichtlich zusammen: 


Cholesterin 56° 
Phytosterin?) 50° Phytosterinacetat 22° 
Stellasterin 330 Stellasterinacetat 1°—6°. 


Aus dem in Alkohol unléslichen oder schwer ldslichen 
Teil der Blinddarmgewebe von Astropecten konnte durch Ather 
ein Extrakt gewonnen werden, welches das Astrol enthielt. 
Das Atherextrakt wurde durch zweistiindiges Kochen mit alko- 
holischer Kalilauge verseift, die verseifte Masse in Wasser 
verteilt und die triibe Fliissigkeit mit Ather ausgeschiittelt. Nach 





') Groth, Chemische Krystallographie, Bd. 3 (1910), S. 525. 
*) Aus Sesamél, wahrscheinlich identisch mit Sitosterin. 
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dem Abdestillieren des Athers krystallisierte eine farblose Sub- 
stanz, welche jetzt aus heifem Alkohol umkrystallisiert wurde, 
indem die heife alkoholische Lésung bis zur beginnenden 
Triibung mit wenig heiBem Wasser versetzt wurde. Beim 
Stehen schied sich tiber Nacht das Astrol in gebogenen nadel- 
formigen Krystallen ab. 

Das Astrol schmilzt bei 71°. Es ist in Alkohol leichter 
léslich wie Cholesterin und findet sich wahrscheinlich in Form 
eines in Alkohol schwer l6slichen Esters in den Organen vor. 
In Ather und in Pyridin lést es sich leicht auf. Es kann nicht 
so leicht wie Cholesterin, Stellasterin und andere Sterine durch 
Digitonin als Komplexverbindung aus alkoholischer Lésung 
abgeschieden werden, erst nach dreitiigigem Stehen begann 
in der mit Digitonin versetzten alkoholischen Lésung die Ab- 
scheidung eines krystallinischen Niederschlags. Das Astrol gibt 
weder die Liebermannsche Farbenreaktion mit Essigsaéure- 
anhydrid und konzentrierter Schwefelséiure, noch die Sal- 
kowskische Probe mit Chloroform und Schwefelsiiure. Durch 
einstiindiges Erhitzen mit Essigséureanhydrid wird es in ein 
niedrig schmelzendes Acetat umgewandelt. 

Herr Professor Preg!| fiihrte nach seinen Methoden die 
unten aufgefiihrten Analysen 3 und 4, sowie die Molekular- 
gewichtsbestimmungen des Astrols aus. Wir statten ihm auch 
an dieser Stelle unsern Dank ab. 

Es ergaben sich folgende Zahlen: 

1. 3,783 mg = 4,27 mg H,O und 10,25 mg CO, 

Gefunden: 12,63°/o H und 73,89 °/o C. 

. 4,105 mg = 4,59 mg H,O und 11,12 mg CO, 
Gefunden: 12,52°/o H und 73,88°/o C. 

3. 4,498 mg = 5,215 mg H,O und 12,205 mg CO, 
Gefunden: 12,98°/o H und 74,01 °/o C. 

. 4,708 mg = 5,425 mg H,O und 12,765 mg CO, 
Gefunden: 12,90°/o H und 73,95°/o C. 


a) 


—_—~ 


Gefunden: Berechnet 
1 2 3 4 fiir C,.H,.0, 
C 73,89 73,88 74,01 73,95 74,19 


H 12,63 12,52 12,98 12,90 12,91 
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Als Ergebnis der Molekulargewichtsbestimmung nach 
seiner Siedemethode teilte uns Herr Professor Pregl folgende 
Zahlen mit: 

A) Loésungsmittel : Aceton, L = 1,201 g, K = 16,7. 


I. 8s, = 10,30 meg 2. S, = 17,68 mg 
&, =: OOF &, == 0,065°. 
B) Lésungsmittel : Alkohol, L = 1,175 g, K = 11,7. 
S = 18,47 mg 
& = 0.000". 


Somit gefunden: 
A) M, = 352, M, = 378. B. M = 371. 
Berechnet fiir C,,H,,0,: M = 372. 

Die Darstellung und das Verhalten des Astrols machen 
es sehr wahrscheinlich, daB es als Alkohol aufzufassen ist. 

Das Vorkommen cholesterinartiger KOrper in einem anderen 
Asteroiden, Asterias rubens, ist bereits von Ch. Dorée!) an- 
gegeben worden. Die Eigenschaften dieser KOrper sind nicht 
genauer beschrieben worden, doch ist es nach den Angaben 
iiber Léslichkeitsverhiiltnisse und Zusammensetzung nicht wahr- 
scheinlich, dafi sie mit dem Stellasterin und dem Astrol 
identisch sind. 


1) C h. Dorée, Biochemical Journal, Bd. 4, S. 86 (1909). 











Zur Kenntnis der Diazoreaktion des Eiweifes. 
Von 


Herm. Pauly. 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1915.) 


Nachdem ich im Jahre 1904 festgestellt hatte, daB das 
Histidin nicht, wie vordem Frankel angenommen hatte, sich 
vom Pyrimidin herleitet, sondern, daf ihm auf Grund seiner 
Reaktionen und Derivate kein anderes Ringsystem, als das 
des Imidazols zugrunde liegen k6nne, habe ich als erster die 
urspriinglich von Wallach am imidazol gepriifte Diazoreaktion 
auf das Histidin und im Anschluf daran auf die tibrigen Amino- 
siuren und die Proteine tiberhaupt angewandt.!) Ich konnte 


') Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 512 (1904). Da iiber die Geschichte 
dieser Reaktion vereinzelt eine gewisse Unklarheit zu bestehen scheint, 
so sei kurz an Folgendes erinnert. Die Diazoverbindungen und ihre 
Kupplungsfiihigkeit mit gewissen aromatischen Verbindungen zu soge- 
nannten Azofarbstoffen wurde im Jahre 1860 von Peter Grief entdeckt. 
Das Verhalten heterozyklischer Substanzen gegentiber Diazolésungen ist 
dagegen nach ihm von anderen Chemikern untersucht worden, so, wie 
erwiihnt, das des Imidazols 1886 durch Wallach (und seine Schiiler 
Rung nnd Behrend). Spater hat dann auch Burian Azok6érper aus 
Imidazolen und den ihnen nahe verwandten Purinen dargestellt (Ber. d. 
deutsch. chem. Ges., Bd. 37, S. 696 (1904)). Auf der andern Seite empfah! 
schon im Jahre 1882 P. Ehrlich die Farbstoffbildung mit Diazobenzol- 
sulfosiure zur Harnuntersuchung in gewissen pathologischen Fallen, ohne 
indes einen Anhalt zu haben, durch welcherlei Art von im Harn an- 
wesenden Stoffen die erstere herbeigefiihrt werde. Dies ist auch heute 
bekanntlich noch ziemlich unaufgeklart, wenngleich in neuerer Zeit er- 
mittelt worden ist, dafi das sogenannte Urochromogen, das als der Triger 
der Ehrlichschen Harnprobe angesehen wird, von oxyproteinsdure- 
iihnlichem Charakter ist. Daher kann es wohl nicht zweifelhaft sein, dah 
mit klarer Einsicht in ihre chemische Wirkungsweise ich zuerst die Diazo- 
reaktion auf das Gebiet des EiweiBes und seiner Spaltkérper tibertragen 
habe. Wenn sich also z. B. in dem Biochemischen Handlexikon von 
Abderhalden (Bd. 4, S. 715) eine Bemerkung findet, wie: «das Histidin 
kann durch die Diazoreaktion von Ehrlich und Burian nachgewiesen 
werden, so ist eine solche schief und berichtigungsbediirftig>. 
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zeigen, dai von allen bekannten Aminosiuren nur zwei be- 
fihigt sind, echte Farbstoffe zu bilden, nimlich das Histidin 
und das Tyrosin. Zugleich wies ich auf die chemische Ur- 
sache dieser Erscheinung hin, die in dem Vorhandensein eines 
ein bewegliches Wasserstoffatom tragenden «Heteroatomes» 
an den ungesittigten Ringsystemen, wie Phenol und Imidazol, 
zu suchen sei.!) Die Ubertragung der Reaktion auf Proteine 
ergab dann, dai es mdglich ist, Tyrosin und Histidin auch 
nachzuweisen, wenn sie sich noch im festen Verbande be- 
finden, denn alle, eine der beiden oder beide Aminosiiuren 
enthaltenden EKiweibkoérper zeigten die Rotfirbung deutlich, die 
iibrigen firbten sich gleich den anderen Aminosiiuren rein 
gelb. Eine Unterscheidung zwischen Tyrosin und Histidin er- 
moglichte die Hinzuziehung der Reaktion von Millon.?) Somit 
war in der Diazoreaktion eine neue, durch hohe Empfindlichkeit 
sich auszeichnende Eiweifprobe gefunden, die den bis dahin 
bekannten sich ebenbiirtig an die Seite stellen konnte, denn 
Proteine, die kein Tyrosin oder Histidin enthiellen, kennt man, 
sicher wenigstens, bis heute nur unter den eine Sonderklasse 
bildenden Protaminen. 

Auf Grund der gemachten Feststellungen ergab sich als 
weiterer Schluf, dafi die langer schon der Farbentechnik be- 
kannten Firbungen, die tierische Wolle und Seide mit alka- 
lischen DiazolOsungen annehmen, in der Hauptsache auf den 


‘) Man sollte erwarten, dafs auch bei dem ein derartiges Ring- 
system fiihrenden Tryptophan die Diazoprobe positiv ausfiele. Hier liegt 
aber die Sache so, daf’ man zwar mit dem Grundringsystem, dem Indol, 
eine Farbung bekommt, dagegen nicht mit den p-substituierten Derivaten 
desselben; infolgedessen ist der Alaninrest auch im Tryptophan der 
Reaktion hinderlich (Vgl. Pauly und Gundermann, Ber. d. deutsch. 
chem. Ges., Bd. 41, S. 4004, Anm. 3 (1909). 

*) Bei dieser Gelegenheit sei eine kleine, bisweilen vorteilhafte 
Abanderung der Millonschen Reaktion mitgeteilt. Sie besteht darin, 
dafi man die Mischung (nach Nasse bereitet) in wenigen Tropfen vor- 
sichtig tiber konzentrierte Schwefelsiiure schichtet, wie bei der Priifung 
auf Salpetersiiure und dann von der fraglichen Substanz zugibt. Nach 
kurzer Zeit verrit sich anwesendes Tyrosin ohne vorheriges Erwirmen 
beim ruhigen Liegen des Reagensglases durch das Auftreten braun- 
violetter Firbungen an der Oberfliiche der Fliissigkeit. 
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hohen Gehalt an Tyrosin in der Faser zuriickzufiihren sind.') 
(Daly sich die auf der tierischen Faser mit frischbereiteter, 
sodaalkalischer Diazobenzolfulfosiiure erzeugten Fiirbungen zu 
einem recht augenfilligen Vorlesungsversuch fiir den Nach- 
weis des Vorhandenseins von Tyrosin im Eiweif der Faser 
eignen, bedarf kaum besonders hervorgehoben zu werden.) 
Kine feinere analytische Ausbildung erfuhr die Diazo- 
reaktion in der Folge durch A. Kossel und seine Mitarbeiter. 
Er benutzte sie zuniichst, um sein bekanntes Trennungsver- 
fahren von Histidin und Arginin bequemer zu gestalten.?) 
Hirayama®) fiihrte dann in das Sturin die Benzol- oder 
Naphthalinsulfogruppe ein und fand, daf dadurch der von mir 
an dem genuinen Protamin festgestellte positive Ausfall der 
Reaktion ausblieb. Da einerseits nur Imidazole mit freier 
Imidgruppe kuppeln, andererseits Sulfochloride das Wasserstoff- 
atom der Imidgruppe unter Ersatz durch den Sulforest ent- 
fernen, so fiihrte dies zu dem Schlusse, dafi im Sturin die 
Imidazolkerne frei sind. Das deckte sich mit dem Ergebnis 
der gleichzeitig von mir vorgenommenen Jodierung des Sturins. 
Inouye,*) der sich mit der Unterscheidung von Histidin 
und Tyrosin befafte, stellte die interessante Tatsache fest, dab 
Histidin im eiweifartigen Verbande bei der Benzoylierung nach 
Schotten-Baumann zerstért wird, dagegen im freien Zu- 
stande nicht. Infolgedessen kann man nach vorausgegangener 
Benzoylierung mit Hilfe der Diazoreaktion wohl freies Histidin 
von freiem Tyrosin (das in ein nichtreagierendes Dibenzoylat tiber- 
gefiihrt wird) unterscheiden, nicht jedoch gebundenes Histidin von 
gebundenem Tyrosin. Andererseits bietet die Methode einen Weg, 
fermentativ sich abspaltendes Histidin von noch verkettetem zu 
unterscheiden und so den Gang der Hydrolyse zu verfolgen. 
Der Grund der Bestindigkeit des ersteren ist nach 
A. Kossel und Edlbacher*) in dem Vorhandensein der freien 
Carboxylgruppe zu suchen, die auf den Imidazolring eine noch 


') H. Pauly und A. Binz, Zeitschrift fiir Farben- und Textil- 
industrie, III, H. 20 (1904). 

2) Diese Zeitschrift, Bd. 49, S. 301—321 (1907). 

®) Diese Zeitschrift, Bd. 59, S. 285 (1909). 

‘) Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 79 (1913). 
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unaufgekliirte Schutzwirkung austibt. Ist hingegen das Carboxyl 
aus irgend einem Grunde unwirksam geworden, sei es auf 
kiinstlichem Wege durch Veresterung oder auf natiirlichem 
durch eiweifiartige Verkettung, so erleidet der Ring die gleiche 
Auflésung bei der Benzoylierung, wie das Imidazol selbst und 
die Diazoreaktion bleibt infolgedessen aus. 

Aus alledem erhellt wohl zur Geniige deren vielseitige 
Verwendungsmoglichkeit bei der qualitativen und quantitativen 
Untersuchung von Proteinen und ihren Abbauk6érpern. Es 
schien deswegen wiinschenswert, zu wissen, wie die aus T'yrosin 
und Histidin sich bildenden Azofarbstoffe zusammengesetzt sind. 
Nun hiitte es zwar nahegelegen, aus den durch Diazobenzol- 
sulfosiiure erhdltlichen Farbstofflésungen die zugehérigen Farb- 
stoffe abzuscheiden, allein es erwiesen sich diese als ziemlich 
leichtléslich, sodafi ihre Reinigung unbequem war. 

Nimmt man aber an Stelle von Diazobenzolsulfosiiure 
Diazobenzolarsins&ure, die man aus dem im Handel be- 
findlichen «Atoxyl», dem Natriumsalz der Arsanilsiure, sich 
leicht bereiten kann, so zeichnen sich die Azofarbstoffe der 
beiden Aminosiiuren durch sehr geringe Loslichkeit in Wasser 
aus und kommen, soweit Analysen und Aussehen der mikro- 
krystallinischen Massen diesen Schlub gestatten, sofort bei der 
Abscheidung rein heraus. 

Aus den erhaltenen Analysenwerten folgt, dafB~ sowohl 
Tyrosin wie auch Histidin mit der Diazoverbindung im Ver- 
haltnis von 1:2 zusammentreten, und da beide Aminosauren 
mehrere Angriffspunkte in ihrem Molekiil besitzen, so fragt es 
sich, wo die farbstoffbildenden Radikale eintreten. Entweder 
koOnnen sie sich mit den Amin- und Imingruppen verbinden, 
dann liegen sogenannte Diazoaminoverbindungen vor, oder sie 
ersetzen Wasserstoffe der Ringkohlenstoffatome, dann haben 
wir echte Azofarbstoffe, oder es kann endlich beides statt- 
finden unter Bildung gemischter Diazoazokérper. Ohne niihere 
Untersuchung ist diese Frage natiirlich nicht definitiv zu ent- 
scheiden, doch spricht die Bestindigkeit der Farbstoffe beim 
Kochen mit verdiinnter Salzsiure dafiir, dai sogenannte Kern-, 
d. h. C-Bindung erfolgt ist. Es ist niimlich gerade in neuerer 
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Zeit auf die auBerordentliche Unbestindigkeit der mit alipha- 
tischen Resten verkniipften Diazoaminoverbindungen hingewiesen 
worden,!) die schon bei der Beriihrung mit lauwarmem Wasser 
unter Entwicklung von gasférmigem Stickstoff zerfallen, mit 
verdiinnter Mineralséure dies aber schon in der Kiilte tun. 
Auf den gleichen Umstand habe ich beziiglich der Verkettung 
an dem Imidazolimidrest schon friiher hinzuweisen Gelegenheit 
gehabt.?) Vielmehr deutet der kraftige Farbenton und die deut- 
lich amphotere, an saure Aminosauren, wie Asparaginsdaure, 
erinnernde Natur der Farbstoffe ebenfalls auf Kohlenstoffbindung 
hin. Somit mdgen den aus Tyrosin und Histidin hervorgegangenen 
Farbstoffen Formeln, wie 
__N:N.C,H,- AsO;H, 
HOOG - CH(NH,) - CH, « 4 i: 
N:N-C,H,- AsO,H, 
Tyrosin-b/s-azobenzolarsinsiure 


und 
N=C-N:N-C,H, - AsO,H, 


| NH 
HOOC - CH(NH,)- CH, -C=C-N:N-C,H,- AsO,H, 
Histidin-b/s-azobenzolarsinsiure 

zukommen. Hinsichtlich ihrer Nuance gleichen sie den ent- 
sprechenden, bisher nur in Lésung erhaltenen Sulfonsaduren, 
indem (in saurem Bade) der Tyrosinfarbstoff auf Seide einen 
aurantiaihnlichen Goldton, derjenige aus Histidin ein stark 
nach Rot neigendes, mattes Gelb erzeugt. In Alkalien lésen 
sich die Farbstoffe mit briiunlichroter, bezw. kirschroter Farbe. 
Die Ausbeuten erreichen kaum 20°/o der Theorie; sie scheinen 
infolze von Nebenreaktionen und Bildung unbestandiger Ver- 
bindungen heruntergedriickt zu werden, denn sowohl bei der 
Bildung, wie bei der Abscheidung der Farbstoffe durch Sauren 
beobachtet man reichliche Stickstoffentwicklung. 

Die Bereitung der Farbkérper geschah ziemlich in der 
gleichen Weise, indem eine aus 20 Millimolgramm (5,7 g) 
Atoxyl in 35 ccm Wasser hergestellte L6sung erst mit 36 ccm 


') Ber. d. deutsch. chem. Ges., Bd. 36, S. 914 (1903). 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 44, S. 159 (1905). 
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n-Salzsiure (Ausscheidung freier Séure) und dann tropfenweise 
mit 90 eem ®/s-Natriumnitritl6sung versetzt, und die so nach 
einhalbstiindiger Einwirkung entstandene Diazomischung zu der 
alkalischen Lésung von 10 Millimolgramm der _betreffenden 
Aminosiure gegeben wurde. Letztere war im Falle des Tyrosins 
bereitet aus 1,8 g desselben, 10 ccm n-Natronlauge und 20 cem 
gesiittigter Natriumacetatlésung, im Falle des Histidins aus 2 g 
Chlorhydrat, 35 ccm gesattigter Soda- und 20 ccm gesittigter 
Natriumacetatldsung. Nach etwa 2 Stunden wurden die ent- 
standenen Farbstoffldsungen in verdiinnte Salzsaure einlaufen 
gelassen, wodurch sich die Farbstoffe abschieden. Es darf 
hierbei die Konzentration der Saure, namentlich zu Anfang, 
nicht zu groB sein; auch muf ihre Menge eine begrenzte sein, 
weil die Farbstoffe infolge ihres amphoteren Charakters sich 
sonst wieder lésen. Es kamen zur Verwendung im Falle des 
Tyrosins 45 ccm n-Salzsaure, im Falle des Histidins 25 ecm 
5. n-Salzsiure, von denen ein kleiner Teil zu Anfang etwas 
stirker verdiinnt benutzt wurde, weil sonst der Farbstoff sich 
leicht harzig abscheidet. Nach dem Absaugen wurden beide 
Farbstoffe gut mit Wasser und schlieflich mit Alkohol und 
Ather ausgewaschen. Sie kamen dann nach mehrtiigigem Ver- 
weilen im Vakuum tiber Schwefelsdéure zur Analyse. Erhalten 
wurden jeweils 1,2—1,5 g. Die Substanzen waren chlor- und 
natriumfrei. 
Tyrosin-bis-azobenzolarsinsaure. 
0,1120 g gaben 0,0512 g Mg,As,0,; 
0,1826 g gaben 0,0846 g Mg,As,0, ; 
0,2028 g gaben 0,0928 g Mg,As,0, ; 
0,1767 g gaben 0,2391 g CO, und 0,0584 g H,0; 
0,4106 g verloren bei 103° 0,0216 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,O,N (N:N-C,H,- AsO,H,), -++ 2 H,O: 
As 22,3°%o, C 37,4°o, H 3,7°%, H,O 5,3 °%/o. 
Gefunden: As 22,1°/o, 22,4°%o, 22,0°/o; C 36,9°o; H 3,7°%o; H,O 5,3 %o. 
Histidin-bis-azobenzolarsinsdure. 
0,1974 g gaben 0,1014 g Mg,As,0,; 
0,2589 g gaben 0,3428 g CO, und 0,0825 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,O,N,(N : N- C,H, - AsO,H,), : 
As 24,5°o, C 35,4°o, H 3,1 °%o. 
Gefunden: As 24,8°o, C 360°, H 3,5°%o, 
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Beide Farbstoffe bilden hellbraune in Wasser sehr wenig, 
in organischen indifferenten Losungsmitteln nicht losliche mikro- 
krystallinische Pulver. Sie sind in mehr als 6fach normaler 
Salzsiure mit gelbbrauner Farbe klar ldslich, mit Alkalien 
bilden sie kraftig rotgefiirbte Losungen. Beim Kochen mit 
stirkerer Siiure entwickeln sie keine nennenswerte Menge 
Stickstoff und verandern auch den Farbenton nicht. 

Bei diesen Versuchen bin ich von Herrn Karl Locke- 
mann in dankenswerter Weise unterstiitzt worden. 


Wirzburg, im Mai 1915. 





























Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. 
III. Mitteilung. 
Uber die verschiedene Empfindlichkeit des Pepsins und des 
Chymosins gegen Alkali. 
Von 


Olof Hammarsten. 


(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1915.) 


Die Empfindlichkeit der Magenenzyme gegen Alkali is! 
schon seit liingerer Zeit bekannt, und fiir das Chymosin habe 
ich!) dieselbe schon im Jahre 1872 gezeigt. Ich hatte ge- 
funden, dafi die Geschwindigkeit, mit welcher das Chymosin 
durch Alkali zerst6rt wurde, von mehreren Umstiinden, wie 
von der Temperatur, der Dauer der Einwirkung und der Kon- 
zentration der Enzymloésung abhangig war; aber ich hatte keine 
mehr eingehenden Untersuchungen hieriiber gemacht. Viele 
Jahre spiiter (1898) hat LOrcher?) diese Frage etwas mehr 
eingehend untersucht. Er vermischte gleiche Volumina von 
einem Sdurelabextrakt (Kalb) mit gleichen Volumina Natron- 
lauge von bekannter Konzentration, neutralisierte nach ver- 
schieden langer Zeit und priifte dann mit Milch bei 37° C. 
Er fand hierbei, daf in einem Falle ein Zusatz von "/100-NaOH 
eine kaum merkbar schidigende Wirkung im Laufe von 60 Mi- 
nuten ausiibte, wiihrend das Vermischen mit "/10-Lauge schon 
nach 5 Minuten so stark schidigend gewirkt hatte, daf die 
Gerinnungszeit 41 Minuten gegen 7 Minuten in der nicht alkali- 
behandelten Probe betrug. In einem anderen Falle war schon 
nach Beimengung von "/s00-Lauge eine betriichtliche Schidigung 
zu bemerken, In diesem Falle war aber das Labextrakt schon 


*) Upsala Lakaref6renings Férhandlingar, Bd. 8, S. 63, 1872—73. 
*) Pfliiger, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 69, S. 144. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 20 
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von Anfang an so schwach, daB die Kontrollprobe erst nach 
60 Minuten labend wirkte. 

Seine Untersuchungen fiihrten ihn zu dem Schlusse, daB 
Alkali das Lab zerstért, und zwar um so rascher und voll- 
stindiger, je schwiécher die Lablésung ist, je héher die Kon- 
zentration des Alkalis ist und je langer das Alkali einwirkt, 
und ferner: dafi ein Labextrakt von mittlerer Wirksamkeit durch 
Zusatz eines gleichen Volumens NaOH von ®/10 bis "/s im Ver- 
lauf von Minuten fast ganz, nach Stunden vollstindig zerstoért 
wird. Dies ist ein bedeutender Alkaligehalt der Lésung und 
viel gréSer als der von mir friiher benutzte, 0,025°/o Na,O, 
durch welchen selbst kriiftig wirkende Lablésungen im Laufe 
von 2% Stunden unwirksam wurden. Was man unter mittlerer 
Wirksamkeit der Lablésungen zu verstehen hat, ist etwas 
zweifelhaft; es ist aber jedenfalls von Interesse, dafi eine Lé- 
sung, die so schwach wirkte, daBb sie Milch erst nach 7 Minuten 
bei 37° C. koagulierte, in einer Stunde bei einem Gehalte von 
(),020°/o NaOH nicht wesentlich geschidigt wurde. Dies zeigt, 
dal} das Chymosin, wenigstens unter Umstanden, lange nicht so 
emplindlich gegen Alkali ist, wie einige Forscher behauptet haben. 

Einen weiteren Beweis hierfiir findet man in der Arbeit 
von Bang!) iiber Parachymosin. Er hat namlich einen Ver- 
such (XIII) als Beispiel von der verschiedenen Resistenz des 
Chymosins und Parachymosins gegen Alkali mitgeteilt, in welchem 
beide Proben der Einwirkung von 0,01°/o Alkali ausgesetzat 
wurden. Die Probe mit Chymosin koagulierte nach halbstiindiger 
Einwirkung des Alkalis in 5 Minuten, wie vor dem Alkalizu- 
satze, und nach 1 stiindiger Einwirkung war die Koagulations- 
zeit 61/2 Minuten. Ein Gehalt von 0,01°/o Alkali hatte also 
im Laufe von einer Stunde keine wesentlich schiadigende 
Wirkung auf das Chymosin ausgeiibt. 

In schroffem Widerspruch zu diesen Beobachtungen von 
einer relativ nicht unbedeutenden Resistenz des Chymosins 
gegen Alkali stehen die Angaben von Pawlow und Parast- 
schuk?) tiber die grofe Empfindlichkeit des Enzymes gegen 


') Pfliiger, Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. 79. 
2) Diese Zeitschr., Bd. 42, S. 415. 
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Alkali. Nach ihnen hatte sogar sehr vorsichtige Neutralisation 
mit Na,CO,, welche nie iiber die neutrale Reakticn herausging, 
stets Zersetzung des Fermentes zur Folge, und nur bei Neu- 
tralisation mit NaHCO, konnte das Ferment unversehrt erhalten 
werden. Da nun ferner (nach Pawlows Vermutung) die 
meisten Forscher nicht nur nicht fiir ideale Neutralisation 
sorgten, sondern vielmehr ein Uberwiegen der alkalischen Re- 
aktion zuliefen, in der Absicht, die Koagulation infolge der 
Fermentwirkung von derjenigen infolge von Séiureeinwirkung 
streng zu trennen, so mute nach ihm unbedingt weitgehende 
ZerstOrung des Fermentes stattfinden (S. 434). Dies soll auch 
eine der beiden Ursachen sein, warum ich in meinen Ver- 
suchen mit im Brutschrank langere Zeit erwiirmten, sauren 
Infusionen die proteolytische Wirkung unversehrt fand, wahrend 
die milchkoagulierende verschwunden war. 

Wenn dem nun so ist und wenn auch viele andere Forscher 
keine ideale Neutralisation ausfiihren kénnen, sondern ein Uber- 
wiegen der alkalischen Reaktion zulassen, wie soll man dann 
nach Pawlow erklaren, daf} die so fehlerhaft neutralisierten 
Kalbsmageninfusionen trotzdem monatelang mit anscheinend 
unverminderter Kraft auf Milch koagulierend wirken ? 

Die Erklirung habe ich in einem friiheren Aufsatze ge- 
geben.!) Ich habe nimlich dort gezeigt, dai die Enzyme beim 
Kalb und sich beim Hunde ganz verschieden verhalten, und 
dafi das typische Chymosin des Kalbes nicht beim Hunde vor- 
kommt. Die Beobachtungen von Pawlow und Parastschuk 
kinnen also fiir die Frage von der Empfindlichkeit des typischen 
Chymosins (vom Kalb) gegen Alkali nicht in Betracht kommen. 
[ch will hier nur noch einmal hervorheben, dafi die mit Alkali 
(NaOH) bis auf Neutralitét gegen rotes, violettes und blaues 
Lackmuspapier versetzten Kalbsmageninfusionen monatelang 
bei Zimmertemperatur unter Toluol aufbewahrt werden kénnen, 
ohne wesentlich an Wirksamkeit einzubiiBen. Neutralisiert man 
mit CaCO,, so reagiert das Filtrat regelmabig sehr schwach 
alkalisch; aber trotzdem sind auch solche Lésungen sehr halt- 


") Vergleichende Untersuchungen iiber Pepsin- und Chymosin- 
wirkung bei Hund und Kalb. Diese Zeitschr., Bd. 68. 


20* 
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bar und ich habe eine solche, unter Toluol aufbewahrte In- 
fusion, die seit September 1913, also mehr als 20 Monate 
im Laboratoriumzimmer, sogar wiihrend der heifen Sommer- 
monate des vorigen Jahres, gestanden hat und die noch die 
Milch bei 38° C. in 20—30 Sekunden koaguliert. 

Man kann allerdings, wie oben gesagt, auch das Kalbs- 
chymosin mit Alkali zerstOren, aber die Empfindlichkeit des- 
selben gegen Alkali bei Zimmertemperatur ist, wenigstens so- 
lange es sich um Infusionen handelt, bei weitem nicht so grob, 
wie einige Forscher annehmen. 

Dafi die Verhiiltnisse bei héherer Temperatur anders 
liegen ist offenbar und allgemein bekannt. Nach v. Dam!) 
soll die Kmpfindlichkeit des Chymosins gegen Alkali bei etwas 
hoherer Temperatur eine so grofe sein, daf er sogar eine 
ZerstOrung desselben durch die Hydroxylionen der Milch an- 
nimmt. Auf diese, gewifi recht zusagende aber nicht be- 
wiesene Annahme brauche ich nicht hier des Niéheren ein- 
zugehen, da meine unten zu besprechenden Versuche nur fiir 
das Verhalten des Chymosins zu Alkali bei Zimmertemperatur 
gelten. 

Besondere Untersuchungen iiber das Verhalten des Pep- 
sins zu Alkalien sind mir nicht bekannt, indem man bei den 
Alkaliversuchen meistens Pepsin und Chymosin als dasselbe 
Knzym betrachtet hat. Einige hierher gehorenden Beobachtungen 
findet man indessen bei Pawlow und Parastschuk und bei 
Gewin. 

Pawlow und Parastschuk?) haben die erste Phase 
meiner Methode zur Trennung der beiden Enzyme mit MgCO, 
nachgepriift und eine Abschwachung beider Wirkungen, welche 
sie als eine Alkaliwirkung des Magnesiumsalzes deuteten, ge- 
funden. Hierbei fanden sie regelma&Big eine viel stirkere Ab- 
schwichung der proteolytischen als der milchkoagulierenden 
Wirkung; sie konnten aber durch ein besonderes Verfahren 
eine Reaktivierung der proteolytischen Wirkung hervorbringen. 
Dieses Verfahren bestand darin, dai sie das nach Schiitteln 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 64, S. 316. 
*) lc. S. 439—443. 
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mit MgCO, erhaltene, alkalisch reagierende Filtrat nicht un- 
mittelbar ansiuerten, sondern erst neutralisierten und dann 
einige Stunden spiéter mit Séure versetzten. Ich erwahne dies 
schon hier, weil ich bei Besprechung meiner eigenen Versuche 
zu dieser Art von Ansaéuerung zurtickkommen muf. Pawlow 
und Parastschuk teilen nun leider nur einen, nach diesem 
Verfahren ausgefiihrten Versuch (Tabelle XVI) mit, und in 
diesem findet man, da’ die milchkoagulierende Wirkung stirker 
als die proteolytische durch die Behandlung mit MgCO, ab- 
geschwiacht war. Die proteolytische Wirkung war némlich 1/13 
und die milchkoagulierende #/4s von der des urspriinglichen, 
mit NaHCO, neutralisierten Magensaftes. Das Resultat war 
also das Gegenteil von dem, was sie in den nicht reaktivierten 
Filtraten von dem MgCO,-Niederschlage beobachtet hatten. 
Dieser Versuch hat tibrigens nur ein untergeordnetes Interesse 
fiir die hier vorliegende Frage, indem niimlich der Hunde- 
magensaft kein typisches Chymosin enthilt. 

Ein groéferes Interesse haben die Versuche von Gewin,') 
indem zu ihnen ein gereinigtes Kalbsmagenenzym diente. Die 
Stirke des Alkalis und die Dauer der Einwirkung sind aller- 
dings fiir die nun zu erwiihnenden Versuche nicht speziell 
angegeben, allem Anscheine nach war aber, wie in mehreren 
anderen, die erstere 0,01°/o NaOH und die Einwirkungsdauer 
'/2 Stunde. In einem Versuche, in welchem die urspriingliche 
Gerinnungszeit 3'l2 Minuten und die verdaute Eiweifimenge in 
20 Stunden 15,20 mm war, hatte das Alkali beide Enzym- 
wirkungen vernichtet. Ein ahnliches Resultat findet man auch 
in einem zweiten Versuche. In einem drilten, in welchem das 
Enzym, wie es schien, stérker verunreinigt war, wurde da- 
gegen die proteolytische Wirkung stiirker als die milchkoagu- 
lierende herabgesetzt. Die urspriingliche Gerinnungszeit war 
namlich 3!/2 Minuten, die nach Alkalibehandlung dagegen 
61/2 Minuten. Die verdaute Eiweiimenge in mm in 5 Stunden 
war aber vor der Alkalibehandlung 2,25 und nach derselben 
0,81. In abgerundeten Zahlen war also die Relation zwischen 
Chymosinwirkung = 1: 1,9 und zwischen Pepsinwirkung = 1:8. 





') Diese Zeitschrift, Bd. 54, S. 32. 
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Auber den nun referierten kenne ich keine Versuche, 
welche die gesonderte Einwirkung von Alkali auf Chymosin 
und Pepsin einigermafen beriihren, und die nun erwihnten 
Resultate sind nur wenig belehrend. Aus dem Grunde finde 
ich es angemessen, die Resultate meiner Untersuchungen iiber 
diese Frage mitzuteilen. 

Die Veranlassung zu denselben war ein Versuch mit 
2 Infusionen; die eine war eine Kalbsmageninfusion und die 
andere eine Infusion auf den Magen einer alten Kuh. Jene 
enthielt 0,147°/o HCl und 0,723°/o organische Substanz, die 
letztere, die Kuhmageninfusion, enthielt 0,144°/o HCl und 
0,702°/o organische Stoffe. Beide wurden mit CaCO, neutra- 
lisiert, filtriert, mit Toluol versetzt und bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Bei 38—39° C. koagulierte die Kalbsinfusion 
Milch in etwa 20 Sekunden oder richtiger in nicht genau be- 
stimmbarer Zeit. Die Kuhinfusion koagulierte dieselbe Milch 
in 8 Minuten. Es wurden nun diese beiden Infusionen bei 40° C. 
erwirmt und teils nach 30 Minuten und teils nach 1!/2 Stunden 
mit derselben Milch gepriift. Das Resultat war folgendes. 

Nach '/e Stunde: Kalb etwa 20 Sek. Kuh 31 Minuten. 
>» I'e » Kalb 40—45 » Kuh 3 Stunden 27 Min. 

Das Enzym der Kuhinfusion war also viel empfindlicher 
als das Kalbsenzym, welches nur sehr wenig abgeschwiicht 
worden war. Ganz anders war aber das Resultat bei Priifung 
der Pepsinwirkung. Um die hemmende Wirkung des CaCl, zu 
vermindern, wurde von jeder Probe 1 ccm mit je 5 ccm HCl 
von 0,1°/o verdiinnt und, der Kontrolle halber, in derselben 
Weise mit den nicht erwiirmten entsprechenden, CaCl,-haltigen 
Infusionen verfahren. Dann wurde mit Karminfibrin § gepriift. 
In den Kontrollproben fing die Verdauung nach 1—2 Minuten an, 
wiahrend in den beiden auf 40° erwarmten Proben erst nach 
gegen 1 Stunde eine beginnende Verdauung zu sehen war. In 
der Kuhinfusion war also sowohl die milchkoagulierende wie 
die proteolytische Wirkung sehr stark abgeschwacht worden, 
wihrend in der Kalbsinfusion zwar die proteolytische Wirkung 
sehr stark herabgesetzt, die milchkoagulierende dagegen nur auf 
gegen die Hiilfte vermindert war. Beide Infusionen reagierten 
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nach der Neutralisation mit CaCO, und nach dem Entfernen 
der CO, alkalisch, und die Annahme lag also nahe zur Hand, 
daB das Pepsin und Chymosin eine verschiedene Widerstands- 
fihigkeit gegen Alkali zeigen. 

Diese Annahme gewann an Wahrscheinlichkeit durch 
einige weitere Versuche mit Kalbsmageninfusionen, die mit 
CaCO, neutralisiert wurden, wenn auch sowohl die Stirke der 
alkalischen Reaktion wie die Resultate etwas wechselten. Da 
indessen die Gegenwart von CaCl, die Versuchsresultate kom- 
pliziert und stérend wirkt, schien mir die obige Versuchs- 
anordnung zur Erforschung dieser Frage recht ungeeignet zu 
sein und darum entschlo8B ich mich, zu Versuchen mit NaOH 
statt mit CaCO, zu tibergehen. 

Die wechselnden Resultate, die man bei der Einwirkung 
von Alkali auf L6sungen von Verdauungsenzymen erhalten hat, 
stehen unzweifelhaft in naher Beziehung zu der mehr oder 
weniger starken Verunreinigung der Enzyme mit anderen Stoffen 
und besonders mit Eiweif, welches bekanntlich sowohl Séuren 
wie Alkalien bindet und hierdurch schiittzend wirken kann. Es 
ist deshalb zu bedauern, dafi man fortwéhrend im allgemeinen 
es iiberfliissig findet, Angaben tiber den Gehalt der Enzym- 
ldsungen an Eiweif, oder, was hier beinahe dasselbe bedeutet, 
an festen organischen Stoffen mitzuteilen. Dies erschwert niim- 
lich sehr die Keurteilung der Resultate; und man kann in 
gewissen Fiillen die Vermutung nicht zuriickweisen, dah, was 
man als hemmende oder schiitzende Stoffe angenommen hat, 
nichts anderes als KiweiB gewesen sei. Es ist deshalb bei 
Enzymuntersuchungen tiberhaupt (in vielen Fiillen) und ganz 
besonders bei Untersuchungen tiber die Kinwirkung von Siiuren 
und Alkalien von Wichtigkeit, mit eiweif- oder stoffarmen 
Enzymlésungen arbeiten zu kénnen. Aus dem Grunde habe 
ich auch, bevor ich zu den Untersuchungen iiber die Alkaliein- 
wirkung tiberging, mich bemiiht, eine Methode zur Gewinnung 
von solchen Lésungen auszuarbeiten. Dieser Aufsatz enthiilt 
dementsprechend zwei Abschnitte. Der erste betrifft die Dar- 
stellung der Enzymlésungen und der zweite die Einwirkung 
von Alkali auf dieselben. 
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A. Darstellung von eiweiBarmen aber kraftig 
wirkenden Enzymlosungen. 


Ein wichtiges Mittel zur Entfernung eines groBen Teiles 
der festen Stoffe ist bekanntlich die Dialyse, und dieses Mittel 
habe ich auch selbstverstindlich in erster Linie versucht. Ich 
muf jedoch zugestehen, daf ich mit diesen Verfahren nicht 
ganz zufrieden bin, denn es hat sich mehrmals ereignet, dai 
die Wirksamkeit einer Infusion wahrend oder infolge der Dialyse 
recht bedeutend abnahm. Die Dialyse fand in diesen Fallen 
in Pergamentpapierschliiuchen unter Toluolzusatz gegen destil- 
liertes Wasser statt. Es ist schwer, ganz gute Pergamentpapier- 
schliuche zu erhalten, und der Grund meiner weniger guten 
Resultate liegt vielleicht darin, dafi die von mir benutzten 
Schliuche auch den Durchgang eines Teiles der Fermente ge- 
statteten. Es war leichter ein gutes Pergamentpapier zu _ er- 
halten, und aus dem Grunde verfahre ich lieber bei der Dialyse 
nach dem in meinem vorigen Aufsatze angegebenen Verfahren. 
Dieses Verfahren konnte ich aber bei den hier in Frage 
kommenden grofen Fliissigkeitsmengen nicht brauchen. Durch 
die Dialysemethode konnte ich tibrigens den Gehalt an festen 
Stoffen nicht unter gegen 0,05°/o herabbringen, wahrend ich 
nach der unten zu beschreibenden Methode Liésungen mit sogar 
nur 0,012°/o festen Stoffen gewinnen konnte. 

Die groBben Mengen destillierten Wassers, die zu der 
Dialyse notig waren, und ebenso das notwendige Wechseln 
des Wassers veranlaften mich, auch die Dialyse gegen flieBen- 
des Wasser zu versuchen. Von diesem Verfahren muBte ich 
aber aus mehreren Griinden bald Abstand nehmen. Die nach 
diesem Verfahren dialysierten Infusionen (die, wie auch bei 
der Dialyse gegen destilliertes Wasser, von Anfang an sauer 
waren) enthielten naimlich immer mehr feste Stoffe als die gegen 
destilliertes Wasser dialysierten; sie reagierten ferner immer 
sehr schwach alkalisch und hatten Kalksalz aus dem Leitungs- 
wasser!) aufgenommen. Hierzu kommt ferner, daB die Relation 


‘) Das hiesige Leitungswasser enthalt nach einer Analyse im 
Jahre 1895 in 100000 Teilen 10,1 CaO und 2,0 MgO. 
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zwischen Pepsin- und Chymosinwirkung eine andere bei Dialyse 
gegen Leitungswasser als gegen destilliertes Wasser war und 
daf die Parallelitét also wahrend der Dialyse aufgehoben wurde. 
Um dies zu beleuchten, erlaube ich mir, als Beispiel die Re- 
sultate eines der von mir ausgefiihrten Versuche hier ganz 
kurz anzufiihren. 

Eine saure Kalbsmageninfusion wurde in zwei Hiilften 
geteilt und beide Hialften 3 Tage (d. h. 3 mal 24 Stunden) 
dialysiert, die eine, D, gegen destilliertes und die andere, L, 
gegen fliefendes Leitungswasser. In beiden entstand ein Nieder- 
schlag, der abfiltriert wurde. Die Filtrate verhielten sich folgen- 
dermafBen: D reagierte neutral und enthielt 0,050 °/o feste Stoffe, 
wihrend L diuferst schwach alkalisch reagierte und 0,186°/o feste 
Stoffe enthielt. Mit Ammoniumoxalat gab D keine Reaktion, 
wihrend L eine ziemlich starke Triibung von Calciumoxalat gab. 
Die Milchgerinnungsprobe sowohl mit den neutralen wie mit den 
angesiduerten Losungen (0,1°/o HCl) gab bei verschiedenen Tem- 
peraturen fiir die Chymosinmengen die Relation D: L=9—13:1. 
Die Pepsinprobe, teils nach Mett und teils mit Karminfibrin 
ausgefiihrt, gab fiir die Pepsinmenge rund folgende Relation: 


D:L= 1:4. Die Relationszahlen waren also folgende: 
Chymosin Pepsin 
D 9—13 1 
L, 1 4 


In den iibrigen 5 Versuchen war ebenfalls die Parallelitiit 
aufgehoben, wenn auch nicht so stark wie in dem nun an- 
gefiihrten Beispiele. Die Dialyse gegen fliebendes Wasser ist 
eine sehr gewOohnliche Operation, die man wohl als ganz in- 
different bezeichnet; die Beschaffenheit und namentlich der 
Kalkgehalt des Leitungswassers diirften jedoch in gewissen 
Fallen nicht ganz bedeutungslos sein, und nach meiner Er- 
fahrung sollte man dieses Verfahren nicht ohne gebiihrende 
Kritik und ohne Vorsicht gebrauchen. Fiir meine Untersuchungen 
war es jedenfails unbrauchbar. 

Das von Pekelharing') ausgearbeitete Verfahren zur 
Darstellung eines reinen Pepsins basiert ebenfalls zum Teil auf 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. 22, S. 233 und Bd. 35, S. 8. 
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der Dialyse; aber es ist verhaltnismaBig beschwerlich und zeit- 
raubend und pabt besser fiir die Verarbeitung von Schweins- 
als von Kalbsmagen. Es liefert zweifelsohne ein kraftig wirkendes 
Enzympriparat, aber dieses ist, wie sowohl Pekelharing selbst 
wie Gewin') hervorgehoben haben, von wechselnder Reinheit. 
Es ist nicht farblos, es enthilt das eine Mal mehr, das andere 
Mal weniger oder keinen Phosphor, und aufBerdem hat Gewin 
gefunden, dali es nicht dem Zeitgesetze gemiéf} wirkt. Da das 
Schweinsenzym kein typisches Chymosin enthalt, und da die 
Anwendung der Methode bei Verarbeitung von Kalbsmagen 
weniger geeignet ist, war aus mehreren Griinden auch dieses 
Verfahren nicht empfehlenswert. 

Ich schlug deshalb einen ganz anderen Weg ein, und der 
Ausgangspunkt meines Verfahrens war die folgende Beobachtung. 

Wenn man eine saure Kalbsmageninfusion genau neu- 
tralisiert, so entsteht immer ein Niederschlag, von dem die 
sehr kriiftig wirkende neutrale Flissigkeit klar abfiltriert werden 
kann. Ich versuchte den auf dem Filtrum gesammelten Nieder- 
schlag mit Wasser auszuwaschen, um ihn dann hinsichtlich 
seiner labenden und proteolytischen Wirkung untersuchen zu 
kénnen, fand aber hierbei, daB er nicht in Wasser ganz un- 
loslich, sondern wenigstens zum Teil léslich war. Gleichzeitig 
fand ich, daf das Waschwasser kriiftig milchkoagulierend wirkte, 
und ich entschloB mich deshalb, den Niederschlag, seine Wir- 
kung und sein Verhalten zu Wasser etwas mehr eingehend 
zu studieren. 

Das Ergebnis dieser vorbereitenden Untersuchungen war, 
da der fragliche Niederschlag, in Wasser aufgeschlemmt, sehr 
kriiftig milchkoagulierend und gleichzeitig auch proteolytisch 
wirkte. Ahnlich, wenn auch nicht ganz so kriftig wirkte auch 
die von dem aufgeschlemmten Niederschlage abfiltrierte Flissig- 
keit. Sie koagulierte die Milch bei Brutwirme innerhalb einer 
nicht genau bestimmbaren Zeit. Da der Niederschlag von allen 
bei der Neutralisation nicht fiillbaren Bestandteilen der In- 
fusionen frei und nur zum Teil in Wasser léslich ist, schien 
mir diese Fiillung ein sehr geeignetes Material zur Darstellung 


I. c. 8. &6. 
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von kraftig wirkenden, an festen Stoffen armen Enzymliésungen 
zu sein. Dies wurde durch die fortgesetzten Untersuchungen 
vollauf bestatigt, und das Prinzip des neuen Darstellungsver- 
fahrens gestaltet sich demnach auferordentlich einfach. Die 
Methode besteht nur darin, dai man die Infusion genau neu- 
tralisiert, die Fillung abzentrifugiert, den Bodensatz mit Wasser 
vorsichtig abspiilt, in Wasser fein zerreibt und in einer gréBeren 
Menge Wasser aufschlemmt. Die nach einiger Zeit abfiltrierte 
Fliissigkeit, deren Gehalt an festen Stoffen in verschiedenen 
Versuchen zwischen 0,012 und 0,040°/o schwankte, stellt die 
fertige Enzymlésung dar. 

Jm das Verfahren etwas niiher zu beleuchten fiihre ich 
hier ein Beispiel an. 

Die, wie gewOhnlich bereitete, saure Kalbsmageninfusion 
hatte den Siéuregrad 0,1°/o HCl und enthielt 0,542°/o feste 
Stoffe. Es wurden 300 ccm abgemessen, mit ein paar Tropfen 
Lackmoidtinktur versetzt und dann mit Natronlauge von etwa 
1°/o gréStenteils neutralisiert. Die vollstaéndige Neutralisation 
geschah darauf durch Zusatz von Lauge, bis die Reaktion mit 
blauem, rotem und neutralem Lackmuspapier als vollig neutral 
sich erwies. Die von einer feinen Fallung stark getriibte Fliissig- 
keit blieb etwa 20 Stunden stehen und wurde dann zentri- 
fugiert. Der Bodensatz, dessen Menge, wie eine spiitere Unter- 
suchung zeigte, etwas mehr als 0,2 g betrug, bildete eine feste, 
blaugefiirbte Masse, von der die Fliissigkeit leicht und _ voll- 
stiindig getrennt werden konnte, und die iibrigens so fest war, 
dafi man sie ohne Verluste mit Wasser vorsichtig abspiilen 
konnte. Die Masse wurde nun mit Wasser fein zerrieben und 
in 400 ccm Wasser aufgeschlemmt. 

Die Fliissigkeit &ihnelte einer homogenen, sehr diinnen 
Emulsion und hatte, abgesehen von der bliiulichen Farbe, das 
Aussehen einer mit Wasser sehr stark verdiinnten Milch. Die 
Menge der festen Stoffe in dieser Emulsion war 0,050°/o, und 
hieraus wurde die obige Menge von ungefiihr 0,2 g Bodensatz 
berechnet. Diese triibe Fliissigkeit, welche kraftig milchkoa- 
gulierend wirkte, wurde nun filtriert. Sie ging anfainglich etwas 
Opalisierend durch das Filtrum, nach wiederholtem Zuriick- 
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giefien des Filtrates auf das letztere erhielt ich jedoch zuletzt 
ein vollstandig wasserhelles, ungefirbtes Filtrat, das in einer 
Flasche unter Toluol aufbewahrt wurde. 

Diese filtrierte Enzymlosung enthielt 0,013 °/o feste Stoffe. 
Sie koagulierte Milch in dem Verhiiltnisse 1:10 in etwa 45 
bis 50 Sekunden bei 37° C. und nach 2 Minuten 15 Sekunden 
bei 271/29 C. Trotz des sehr geringen Gehaltes an festen 
Stoffen zeigte sie also eine kraftige Chymosinwirkung. Die 
Pepsinwirkung war, wie tiberhaupt beim Verarbeiten der Migen 
von neugeborenen Kilbern, schwiacher, indem bei der Mettschen 
Probe im Laufe von 20 Stunden bei etwa 36°C. nur 2 mm 
verdaut wurden. 

Die obengenannte, neutralisierte, von dem Bodensatze nach 
dem Zentrifugieren getrennte, klar filtrierte Infusion wirkte fast 
noch etwas stirker labend als die Enzymlésung, und die Fiillung 
enthielt also nur einen Teil der in der urspriinglichen Infusion 
erhaltenen Enzyme. 

Nach diesem Verfahren habe ich nun wiederholt Enzym- 
losungen dargestellt und stets mit gutem Erfolge. Immer wirkten 
die Lésungen sehr kriftig milchkoagulierend, regelméBig in 
weniger als 20 Sek. bis zu 60 Sek. bei Koérpertemperatur, 
und meistens wirkten sie auch kraftiger proteolytisch als 
in dem als Beispiel angefiihrten Versuche. Der Gehalt an 
festen Stoffen ist etwas schwankend, je nach der Menge des 
Wassers. Beim Aufschlemmen des Niederschlages in Wasser 
von dem Volumen der in Arbeit genommenen Infusion, also z. B. 
in 300 ccm Wasser beim Neutralisieren von 300 ccm In- 
fusion, ist die Menge der festen Stoffe etwas grdfer und bei 
Anwendung von mehr Wasser, z. B. 400 ecem auf 300 ccm In- 
fusion, etwas kleiner. Im ersteren Falle habe ich héchstens 
0,040°/o feste Stoffe in der filtrierten Enzymlésung gefunden 
und einige Male 0,025—0,035 °/o; im letzteren Falle schwankte 
die Menge zwischen 0,012—0,020°/o und war oft 0,013 oder 
0,014 °/o. 

Nun kann man bekanntlich Kalbsmageninfusionen sehr 
stark mit Wasser verdiinnen und trotzdem eine kraftig labende 
Wirkung derselben beobachten. Es fragt sich deshalb, ob es 












































Studien iiber Chymosin- und Pepsinwirkung. IID. 303 


nicht vielleicht noch einfacher ware, die Infusionen nur so 
stark mit Wasser zu verdiinnen, dafs man LOsungen von dem 
erwiinschten niedrigen Gehalte an festen Stoffen erhielt. Eine 
solche Verdiinnung gibt indessen nicht dasselbe Resultat, wie 
ich durch vergleichende Versuche mit einer Enzymlésung und 
der zu ihrer Darstellung benutzten, mit Wasser verdiinnten 
Infusion gefunden habe. 

Als Beispiel mag die obige Enzymlésung und die ihr ent- 
sprechende Infusion dienen. Von der letzteren wurde ein Teil 
genau neutralisiert und mit so viel Wasser verdiinnt, da ihr 
Gehalt an organischer Substanz 0,013°/o betrug. Auf der anderen 
Seite wurde in der Enzymlosung ein wenig NaCl geldst, so 
dafi beide genau denselben Gehalt an NaCl hatten. Die Milch- 
gerinnungsproben bei 26° und 36° C. zeigten, da’ die Enzym- 
losung 3 (bei 26° C.) bis 4,8 (bei 36° C.) Mal stiirker als die 
verdiinnte Infusion wirkte. Bei der Mettschen Probe war die 
Infusion unwirksam und bei der Karminfibrinprobe verdaute 
die Enzymlésung 6mal stirker als die Infusion. Die Relations- 


zahlen waren also: 


Chymosin Pepsin 
Infusion 1 1 
Enzymlésung 3 bis 4,8 6 


In einem anderen Versuche mit einer Enzymlésung von 
0,025°/o festen Stoffen wirkte die entsprechend verdiinnte In- 
fusion positiv bei der Mettschen Probe; die Enzymlésung wirkte 
aber viel stiirker, und die Pepsinmengen in FE und I verhielten 
sich wie 9:1. Die neutrale Enzymlésung wirkte in diesem 
Falle so kriiftig, daB sie bei 29° C. die Milch in 35 Sekunden 
koagulierte. Es wurden deshalb die Milchproben nur bei den 
3 Temperaturen 20°, 26° und 29° C. angestellt. Die Relations- 
zahlen fiir E und I waren bei diesen Temperaturen resp. 2,5: 1; 
3:1 und 3,6: 1. Auch in diesem Falle wirkte also die En- 
zymlésung wesentlich kriiftiger als die entsprechend verdiinnte 
Infusion, und die Parallelitét zwischen Pepsin- und Chymosin- 
wirkung war auch hier, wenn auch nicht besonders stark, auf- 
gehoben. Ein in der Hauptsache ahnliches Resultat gab auch 
ein dritter vergleichender Versuch mit einer Enzymlésung und 
der entsprechend verdiinnten Infusion. 
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Es ist selbstverstaéndlich, daB die nach diesem Verfahren 
dargestellten Enzymlésungen nicht die reinen Enzyme enthalten; 
sie sind aber jedenfalls frei von allen denjenigen Bestandteilen 
einer Infusion, welche bei der Neutralisation nicht ausfallen. 
Die bei der Neutralisation auftretende Fallung, welche EiweiB- 
reaktionen gibt, ist wohl auch als eine von Enzym verunreinigte 
Kiweiffallung zu betrachten. Man kann die Menge dieser Fillung 
infolge ihrer teilweisen L6slichkeit in Wasser nicht direkt be- 
stimmen; da man sie aber nach dem Zentrifugieren ohne Ver- 
luste aufsammeln und in Wasser fein und homogen verteilen 
kann, laBt sich ihre Menge trotzdem, wie oben angedeutet, 
recht gut bestimmen. In meinen Versuchen hat sie 9—12°/o 
der organischen Stoffe der verarbeiteten Infusionen betragen. 
Nun ist diese Fiallung nur zum Teil in Wasser léslich, und die 
fertigen Enzymlésungen (die Filtrate) enthalten also nur einen 
sehr kleinen Bruchteil der gelOsten organischen Bestandteile 
der Infusionen. 

Die fertigen Enzymlésungen enthalten auch unzweifelhaft 
Eiweif, wenn auch nur winzige Mengen davon. Diese Losungen 
werden beim Sieden nicht veriindert, nicht einmal nach mdg- 
lichst vorsichtigem Zusatz von Séure oder Alkali. Die L6sungen 
mit dem héchsten Gehalte an festen Stoffen kénnen jedoch beim 
Sieden und sehr vorsichtigem Séurezusatz etwas bléulich-weif 
opalisierend werden. Gegen Eiweifreagenzien verhalten sich 
iibrigens die stoffiirmsten L6sungen fast ganz negativ, wahrend 
die stoffreichsten schwache positive Ausschliige geben. Eine 
Losung von mittlerer Konzentration, 0,022°/o festen Stoffen, 
verhielt sich wie folgt. Beim Sieden keine Veriinderung, selbst 
nach vorsichtigem Zusatz von sehr kleinen Sauremengen. Die 
Xanthoproteinsiureprobe gab erst nach Alkalizusatz eine sehr 
schwach gelbliche Farbe. Biuretprobe nach Zusatz von Lauge 
und darauffolgendem Zusatz von sehr wenig Kupfersalz negativ; 
nach Zusatz von Kupfersalz und darauffolgendem Zusatz von 
Lauge sehr schwach positiv. Die Hellersche Probe nach 
einigen Minuten schwache Reaktion. Essigsiure und Kalium- 
ferrocyanid negativ; Gerbséiure recht starke Opalescenz ohne 
Fillung; Phosphorwolframsaure starke Opalescenz ohne Fallung. 
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Man kann also sagen, daf diese Enzymlésung fast nur Spuren 
von Eiweifi enthielt. 

Die von dem durch Zentrifugieren erhaltenen Niederschlage 
getrennte, klare, nOtigenfalls filtrierte Infusion wirkt noch kriiftig 
auf Milch; und infolge der Eigenschaft der Enzyme, von anderen 
Stoffen bei deren Ausfillung mit niedergerissen zu werden, 
kann man aus ihr neue Enzymmengen gewinnen. Wenn man 
nimlich dieses Filtrat mit Salzséiure bis zu etwa 0,1°/o HCI 
ansiiuert und mit einer LOsung von Casein oder Acidalbuminat 
in Salzsiiure in passender Menge versetzt, erhilt man bei der 
Neutralisation mit Alkali (NaOH) eine neue Fiillung, die man 
abzentrifugieren kann. Wird nun diese Fillung in Wasser 
zerrieben und suspendiert, so kann man durch Filtration eine 
zweite, klare, mehr oder weniger kraftig wirkende Enzymlésung 
gewinnen. Namentlich bei Anwendung von Casein ist mir dies 
gut gelungen, wihrend ich bei Anwendung von Acidalbuminat 
aus Blutserum und besonders aus Fischfleisch nicht so gute 
Resultate erhielt. Die mittels Casein erhaltenen Enzymlésungen 
koagulierten Milch in 45—60 Sekunden und verdauten nach 
Mett 4—5 mm in 20 Stunden. Sie enthielten jedoch gegen 
Q,1°/o feste Stoffe. 

Ich habe bisher weder Zeit noch besondere Veranlassung 
gehabt, die Frage von der Ausfillung der Enzyme durch ver- 
schiedene Eiweilistoffe weiter zu verfolgen. Da aber auch 
andere Eiweifistoffe als die in den Infusionen von Anfang an 
vorhandenen bei ihrer Ausfallung durch Neutralisation die 
Enzyme mit niederreifen kénnen, glaube ich mich zu der oben 
ausgesprochenen Annahme berechtigt, dali die bei der Neu- 
tralisation einer Infusion auftretende Fiillung zum groBten Teile 
aus Eiweil, welches durch niedergerissenes Enzym_ verun- 
reinigt ist, besteht. Dies ist um so mehr wahrscheinlich, als 
keine direkte Beziehung zwischen dem Reichtume einer In- 
fusion an Enzym und der Menge des Neutralisationsnieder- 
schlages zu bestehen scheint. Man kann auch Infusionen er- 
halten, die bei der Neutralisation nur eine spirliche Fallung 
geben und trotzdem reich an Enzym sind. 

Ein solches Verhalten kann man beim Verarbeiten von 
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Infustonen auf Magen von etwas dlteren Kélbern beobachten. 
So habe ich z. B. beim Verarbeiten der Miégen von 5—6 
Wochen alten Kélbern Infusionen erhalten, die bei der Neu- 
tralisation eine viel geringere Fallung als die Infusionen auf 
Miigen neugeborener Kilber gaben. In einem solchen Falle 
betrug die Menge des Niederschlages nur 1,6°/o von der Ge- 
samtmenge der organischen festen Stoffe, wahrend sie in den 
Infusionen auf Miigen von neugeborenen Tieren zwischen 9 bis 
12°/o schwankte. Der Niederschlag hatte auch ein anderes 
Aussehen, er war mehr flockig, lief sich nicht so fein in der 
Fliissigkeit verteilen und setzte sich als eine mehr grobflockige 
Fiillung leichter zum Boden. In Wasser aufgeschlemmt wirkte 
er milchkoagulierend in 2 Minuten bei 38°, die klar abfiltrierte 
Fliissigkeit, welche 0,025°/o feste Stoffe enthielt, wirkte aber 
erst nach 11 Minuten. Hier war also meine Methode nicht 
gut brauchbar; und ich will ausdriicklich hervorheben, dab 
meine Methode nur fiir die Migen neugeborener Kalber aus- 
gearbeitet ist, und dafi meine in diesem Aufsatze mitgeteilten 
Beobachtungen, wenn nichts anderes besonders angegeben 
wird, nur fiir Infusionen auf Miigen neugeborener (1—2 Tage 
alten) Kiilber Geltung haben. 

Die nun beschriebene Methode ist, wie man ersieht, 
auberordentlich einfach. Das Verfahren ist dasselbe wie bei 
der Darstellung einer neutralisierten Kalbsmageninfusion, nur 
mit der Abweichung, daf man die bei der Neutralisation auf- 
tretende Fiallung nicht abfiltriert und wegwirft, sondern durch 
Zentrifugieren aufsammelt und in Wasser fein verteilt. Man 
erhilt also auf der einen Seite eine neutralisierte, kriiftig 
wirkende Infusion und auf der anderen daneben, gleichsam 
als Nebenprodukt, eine sehr kriftig labend wirkende, eiweif- 
arme Enzymlésung. Die Neutralisation bietet keine Schwierig- 
keiten, und es ist gar nicht nétig, mit einer stark verdiinnten 
Natronlauge, z. B. einer "/10-Lauge, zu neutralisieren. Man kann 
ebenso gut eine stérkere Lauge anwenden, wenn man nur 
gegen Ende der Neutralisation mit geniigender Vorsicht ar- 
beitet. Das Auftreten einer beginnenden Triibung kann als 
Indikator dienen, und man kann dann notigenfalls die Neu- 
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tralisation mittels einer "/l1o-Lauge zu Ende fiihren. Die End- 
reaktion bestimme ich immer mit blauem, neutralem und rotem 
Lackmuspapier. 

Da der Niederschlag zum Teil in Wasser sich wieder 
lést, konnte man befiirchten, dafi ein Teil der Enzyme wieder 
in L6sung gehen wiirde, wenn man nicht unmittelbar nach 
der Neutralisation zentrifugiert, sondern die Fliissigkeit mit 
der Fiillung einige Zeit stehen laBt. Es ist moglich, dab eine 
solche teilweise Lésung stattfindet, aber sie diirfte jedenfalls 
nicht bedeutend sein. Ich habe niimlich, selbst wenn ich das 
Zentrifugieren erst 48 Stunden nach der Neutralisation unter- 
nahm, immer aus dem Niederschlage kriiftige Enzymlésungen 
erhalten, und ich trenne nunmehr regelmiihig die Fliissigkeit 
von dem Niederschlage durch Zentrifugieren erst nach Verlauf 
von 20—24 Stunden ab. 

Wenn man tberhaupt nur eine kraftig wirkende, saure 
Enzymlésung haben will, kann man natirlich den Neutrali- 
sationsniederschlag direkt in Verdauungssalzsiiure auflisen. 
Da es aber fiir mich sehr wichtig war, neutral reagierende, 
eiweifarme, klare Enzymlésungen zu gewinnen, habe ich stets 
die in Wasser aufgeschlemmte Fillung, nach gewohnlich 24 
Stunden, abfiltriert. Das Filtrat ist meistens anfangs nicht 
ganz klar; durch wiederholtes Zurtickgiefen auf das Filtrum 
bekommt man es aber zuletzt ganz wasserhell. Noch rascher 
gelingt dies, wenn man von Anfang an ein doppeltes Filtrum 
benutzt. Die Enzymlésungen sind immer vollstandig ungefirbt 
und wasserhell. Sie werden unter Toluol aufbewahrt. Wie 
lange man sie in dieser Weise aufbewahren kann, weil ich 
nicht, indem ich sie meistens im Laufe von einigen Tagen 
oder einer Woche verbraucht habe. Eine i.dsung, welche 
0,013 °/o feste Stoffe enthielt und 3 Wochen unter Toluol an 
einem kihlen Orte aufbewahrt worden war, hatte ihre Wirk- 
samkeit nicht merkbar veriindert. Neubereitet koagulierte sie 
Milch bei 38° C. in 70 Sekunden, 14 Tage spiiter in 75 Se- 
kunden und nach 3 Wochen ebenfalls in 75 Sekunden. 

Ich glaube also, dieses sehr einfache Verfahren zur Dar- 
stellung von eiweiBarmen Enzymlésungen, die namentlich sehr 
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kréftig milchkoagulierend wirken, empfehlen zu kénnen. Infolge 
ihrer Armut an Eiweifi sind sie zu vielen Untersuchungen sehr 
geeignet und sie haben mir bei den folgenden Untersuchungen 
iiber die Wirkung des Alkalis auf die Enzyme gute Dienste 


geleistet. 


B. Uber die Wirkung von Alkali auf Chymosin und 
Pepsin. 


Zu allen Versuchen sind ausschlieflich nach dem obigen 
Verfahren dargestellte, eiweibarme Enzymlésungen verwendet 
worden. Das Alkali war immer "/10o-NaOH und alle Versuche 
wurden bei Zimmertemperatur ausgefihrt. 

Schon der erste Versuch zeigte, daf} das Pepsin so tiberaus 
empfindlich gegen die Einwirkung von Alkali ist, daf es schon 
nach wenigen Minuten von einer Alkalimenge unterhalb 0,01 °/o 
NaOH zum grofbten Teile zerstOrt werden kann, und dafi man 
folglich nur kurzdauernde Versuche anstellen darf. Das Chy- 
mosin wird naémlich ebenfalls allmahlich angegriffen, aber in 
viel geringerem Grade, und der Unterschied in dem Verhalten 
beider kommt deshalb vor allem in den kurzdauernden Ver- 
suchen zum Vorschein. 

Als Beispiel fiihre ich den folgenden, orientierenden Ver- 
such an. Die Enzymlésung enthielt 0,040°/o feste Stoffe, und 
von ihr wurden 2 Proben von je 25 ccm abgemessen. Die 
eine, A, wurde mit 0,5 ecm "/10-Natronlauge versetzt und blieb 
dann gegen 4 Minuten bei Zimmertemperatur stehen. Dann 
wurde sie mit 0,5 cem ®/10-HCl neutralisiert. Die andere Probe, 
die Kontrollprobe K, wurde erst mit 0,5 ecm ®/10-HCI versetzt 
und unmittelbar darauf mit 0,5 cem "10-Natronlauge neutrali- 
siert. Die Milchgerinnungsproben wurden in diesem Falle nur 
bei 39° C. ausgefiihrt. 

A koagulierte die Milch in 30—35 Sekunden, K in etwa 
15 Sekunden, und der relative Chymosingehalt war also K: A 
mee BS 4. 

Beide Proben wurden nun mit Salzsaure bis zu 0,2°/o 





HCl versetzt und nach Mett gepriift. K hatte im Laufe von 
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20 Stunden 6 mm und nach 44 Stunden 13—14 mm verdaut. 
A erwies sich dagegen als vollstindig unwirksam, und sie 
wirkte nur auferordentlich schwach auf Karminfibrin. Die 
Gegenwart von 0,008°;o NaOH hatte also in etwa 4 Minuten 
die Pepsinwirkung so stark herabgesetzt, dab die Mettsche 
Probe negativ ausfiel, wahrend die Chymosinwirkung fort- 
wihrend so stark war, daf die Lésung die Milch bei 39° C. 
in 30—35 Sekunden koagulierte. Die Parallelitét zwischen 
Chymosin- und Pepsinwirkung war also stark aufgehoben. 
Aufer diesem orientierenden Versuche erlaube ich mir 
noch 6 andere als Beispiele mitzuteilen. Die Alkalimenge war 
immer 1 cem "l10o-NaOQH auf 50 ccm, bezw. 2 ccm auf je 
100 cem Enzymldsung, also 0,008°/>6 NaOH. Die Kontrollprobe, 
welche iiberall mit K bezeichnet wird, wurde immer erst mit 1 
bezw. 2 cem ®/10-HCI und unmittelbar darauf mit "/10-Natron- 
lauge versetzt. Die der Alkalieinwirkung ausgesetze Proke wird 
immer mit A bezeichnet, und wenn in demselben Versuche 
2 Proben mit Alkali behandelt wurden, bedeutet A, die, einer 
kurzdauernden und A, die, einer mehr langdauernden Kin- 
wirkung ausgesetzte Probe. Hinsichtlich der Ausfiihrung der 
Pepsinproben wird auf meine friiheren Aufsiitze hingewiesen. 
Da die Moglichkeit einer Reaktivierung des Pepsins nach 
der Alkalieinwirkung nicht ausgeschlossen war, und da Pawlow!) 
in seinen Versuchen an Hundemagensaft mit MgCO, eine Re- 
aktivierung nur in dem Falle beobachtete, wenn er die Probe 
nach der Neutralisation einige Zeit (einige Stunden) stehen 
lieb, bevor er wieder ansiuerte, habe ich die neutralisierte 
Probe immer 20—24 Stunden stehen lassen, bevor ich sie fiir die 
Pepsinprobe mit Salzséure versetzte. Dies ist nun allerdings 
liberflissig, denn die von Pawlow am Hundemagensafte nach 
EKinwirkung von MgCO, gemachte Beobachtung trifft fiir die 
Kalbsmageninfusionen und fiir die Kalbsenzymlisungen bei 
meiner Versuchsanordnung nicht zu. Fiir die Resultate der 
Pepsinproben war es niimlich gleichgiiltig, ob ich bald nach 
der Neutralisation oder einige Stunden spiiter oder erst am 
folgenden Tage ansiiuerte. Der Sicherheit halber habe ich in- 
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dessen immer die neutralisierte Probe erst nach 20—24 Stunden 
auf den erwiinschten Séiuregrad (0,1°/o HCl) gebracht. Um 
der Saure die zur Reaktivierung nétige Zeit zu geben, habe 
ich, obwohl auch dies tiberfliissig zu sein scheint, die ange- 
siiuerten Proben immer mindestens 24 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen lassen, bevor ich die Pepsinprobe versuchte. 
Die Kontrollproben K verdauten immer mehr oder weniger 
gut bei der Mettschen Probe, wiéhrend die alkalibehandelten 
Proben A hierbei immer ein negatives Resultat gaben. Aus 
diesem Grunde referieren sich siimtliche Angaben iiber Pepsin- 
wirkung zu der Karminfibrinprobe. Nach diesen Vorbemerkungen 
diirfte es wohl genug sein, in dem Folgenden nur die Haupt- 
resultate der Versuche anzufiihren. 

Versuch I. Die Enzymlésung enthielt 0,035°/o feste 
Stoffe. Dauer der Alkalieinwirkung in A 7 Minuten. 

Die Milchgerinnungsprobe gab folgendes Resultat: 


Bei 20° C. 24° C. 29° C. 38° C. 


K 22 Min. 3 Min. 60 Sek. 25 Sek. (ungefihr) 
A 28 >» db » 110 >» 5d > 
Relation K:A is :4 Pe Be | 1,8:1 2,2:1 


Da hier, wie im allgemeinen wenn der Unterschied im 
Enzymgehalte nicht grof ist, die Verhéltniszahlen bei ver- 
schiedenen ‘Temperaturen ziemlich nahe aneinander liegen, 
diirfte es erlaubt sein, mit der Mittelzahl, hier rund 1,8: 1, 
zu rechnen. 

Die Pepsinprobe mit Karminfibrin ergab, daB K !/200 ein 
wenig schwiicher, aber K !/150 entschieden stirker als A ver- 
daute. Die Verhiltniszahlen waren also: 


Chymosin Pepsin 
KK 1,8 (Mittel) > 150 
A 1 1 


Durch die Alkalieinwirkung war also die Chymosinwirkung 
auf etwa!/2 und die Pepsinwirkung auf reichlich 1/150 herab- 
gesetzt worden. 

Versuch 2. Die Enzymlésung enthielt 0,040°/o feste 
Stoffe. In diesem Versuche war die Alkalieinwirkung in A, 
1 Minute und in A, 7 Minuten. 
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Die Milchgerinnungsversuche gaben folgende Resultate : 


Bei 20° C. 27 */e® C. 30° C. 
K 62 Min. 2'/2 Min. 5d Sek. 
A, 70°» 4 > SO» 
A, 126 » 6 > 14) >» 


Die Relation K: A, war bei den 3 verschiedenen Tem- 
peraturen resp. 1,1: 1; 1,6: 1 und 1,5: 1 oder als Mittel 1,4: 1. 
Die Relation zwischen den Enzymmengen in K und A, waren 
resp. 2,1: 1; 2,4: 1 und 2,5: 1 oder als Mittel = 2,3: 1. 

Die Verdiinnungsfliissigkeit bei der Pepsinprobe war wie 
in allen Versuchen ein Gemenge von gleichen Volumina der 
verschiedenen Proben, welches Gemenge einige Zeit auf mehr 
als 90° C. erhitzt worden war, um die Enzyme zu zerstoren. 
Das Ergebnis der Pepsinprobe war, dali K!/50 etwas _ besser 
als A, und K'!/200 staérker als A, verdaute. Die Verhiiltnis- 
zahlen fiir K und A, waren also: 


Chymosin Pepsin 
K 1,4 (Miltel) » 50 
A, I 1 und fiir K und A, 
K 2,3 (Mittel) > 200 
A, 1 1 


Eine Alkalieinwirkung von 1 Minute hatte also die Chy- 
mosinwirkung nur wenig, aber die Pepsinwirkung auf !/50 der 
urspriinglichen herabgesetzt. Dieselbe Alkalimenge hatte bei 
einer Einwirkungsdauer von 7 Minuten die Chymosinwirkung 
um etwas mehr als die Hialfte vermindert, wiihrend die Pepsin- 
wirkung auf mehr als 3/200 herabgesetzt worden war. Die 
starke Aufhebung der Parallelitét zwischen Chymosin- und 
Pepsinwirkung ist so auffallend, dafi sie keiner besonderen 
Bbesprechung bediiritig ist. 

Versuch 3. Die Enzymlésung enthielt 0,014°/o feste 
Stoffe. Dauer der Alkalieinwirkung in A, 80 Sekunden und 
in A, 10 Minuten. 


Milchgerinnungsproben: 


Bei 26° C. 30° C. 34° C. 
K 4 Min. 95 Sek. dO Sek, 
A, 5'/9 >» 160 > 65 » 


A, 18 > 13 Min. 8 Min. 
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Nach der Gerinnungszeit gemessen verhielten sich die 
Chymosmmengen in K und A, bei den 3 genannten Tempe- 
raturen wie 1,38: 1, resp. 1,4: 1 und 1,3: 1. Die Wirkung 
war also, wie gewOhnlich bei nur geringem Unterschied in 
dem Enzymgehalte, nur sehr wenig abhiingig von der Tempe- 
ratur. Anders ist es, wenn man K und A, vergleicht. Hier 
verhalten sich die Chymosinmengen bei 26° wie 4,5: 1, bei 
30° wie 7,8: 1 und bei 34° C. wie 9,6:1. In diesem Falle 
kann man also nicht gut von einem Mittelwerte der Gerinnungs- 
zeiten sprechen. 

Bei der Pepsinprobe wurde K in den Verdiinnungen 1/25, 
1/50, 1/100, 1/o00 und !/500 mit A, und A, verglichen. K 1/50 
wirkte viel stiirker, aber K'/1o0 ein wenig schwicher als A,. 
Die Relationszahlen zwischen K und A, waren also: 


Chymosin Pepsin 
K 1,4 (Mittel) » 50 
A, 1 1 


Durch eine Alkalieinwirkung von 80 Sekunden war also 
die Chymosinwirkung nicht wesentlich, die Pepsinwirkung da- 
gegen auf mehr als !/50 herabgesetzt worden. 

Die Lésung K !\500 wirkte bedeutend stirker als A,. 
Infolge Mangels an Material konnte aber leider eine noch 
stirkere Verdiinnung nicht gepriift werden. Die Lisung A, 
enthielt offenbar nur Spuren von Pepsin, und der Unterschied 
zwischen dieser Probe und der Kontrollprobe mit Siéure und 
Fibrin allein war nur sehr gering. Die Relationszahlen fiir 
K und A, waren folgende 


Chymosin Pepsin 
K 9,6—4,5 > 500 
A, 1 1 


Kine Alkalieinwirkung wiihrend 10 Minuten hatte also 
den Chymosingehalt auf gegen '/1o (wenn man von dem Ge- 
rinnungsversuche bei 34° C. ausgeht), den Pepsingehalt dagegen 
auf mehr als !/s00 herabgesetzt. Die Aufhebung der Parallelitat 
der 2 Enzymwirkungen tritt auch hier stark hervor. 

Versuch 4 Enzymlésung von 0,013°/o festen Stoffen. 
Alkalieinwirkung wiihrend 90 Sekunden. 
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Milchgerinnungsproben : 


Bei 27° C. 31° C. 38° C, 

K 9 Min. 3 Min. 70 Sek. 
A 14 >» h >» 145 > 
16:1 aes ee 


K 1/200 verdaute ein wenig stiarker als A und die Rela- 
tionszahlen waren also folgende: 


Chymosin Pepsin 
K 1,8 (Mittel) 200 
A 1 1 


Versuch 5. Die Enzymlésung enthielt 0,016°/o feste 
Stoffe. Dauer der Alkalieinwirkung 2 Minuten. 


Milchgerinnungsproben : 


Bei 25'/e® C. 30 '/s° C. b8 "ie C. 
K 14 Min. 120 Sek. 5d Sek. 
A 19 » 250» 120 » 
K:A= 1,4:1 3:3 2.2: 1 


Die Pepsinproben ergaben, dab K !/200 etwas rascher 
als A verdaute, und die Relationszahlen waren also: 


Chymosin Pepsin 
K 2 (Mittel) > 200 
A 1 1 


Versuch 6. Enzymlésung mit 0,022°/o festen Stoffen. 
Dauer der Alkalieinwirkung 4 Minuten. 


Milchgerinnungsproben : 


Bei 20° C. 25° C. 30° C. 38 '/e? C. 
K 24 Min. 3'/, Min. 90 Sek. 35 Sek. 
A 36 >» Be > 165 >» 75 » 
K:A= 15:1 1,7:1 18:1 214:1 


Die Pepsinprobe wurde in diesem Falle bei Kérpertem- 
peratur mit gekochtem Karminfibrin ausgefiihrt. Die héchste 
Verdiinnung war K 1/400, und diese Lésung verdaute Fibrin, 
wenn auch ziemlich langsam. Die Losung A war dagegen un- 
wirksam, und selbst nach 48 Stunden war kein sicherer Unter- 
schied zwischen ihr und der Kontrollprobe mit Saure allein 
zu sehen. Die Verhiltniszahlen waren also 

Chymosin Pepsin 
K 1,8 (Mittel) > 400 
A 1 1 
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Die nun mitgeteilten, wie auch die tibrigen nach dem- 
selben Plane von mir ausgefiihrten Versuche zeigen also, daB 
bei Anwendung von stoffarmen, verhadltnismabig reinen Enzym- 
losungen, wo die schtitzende Wirkung des Eiweifes und viel- 
leicht auch anderer Stoffe aufgehoben oder stark herabgesetzt 
ist, sowohl das Chymosin wie das Pepsin sehr empfindlich 
gegen die Wirkung des Alkalis ist. Bei Gegenwart von nur 
sehr wenig festen Stoffen in der Enzymlésung (0,013°/o) war 
schon eine Einwirkungsdauer von 1!/2 Minute bei einem AI- 
kaligehalt von 0,008°/o NaOH hinreichend, um die Chymosin- 
wirkung auf gegen '/2 und die Pepsinwirkung auf !/200 herab- 
zusetzen. In allen Versuchen zeigte sich auch die Pepsinwirkung 
viel empfindlicher gegen Alkali als die Chymosinwirkung. 

Hieraus darf man jedoch nicht ohne weiteres den be- 
stimmten Schluf ziehen, daf{ das Pepsin empfindlicher gegen 
Alkali als das Chymosin ist, denn ebenso wie die Infusionen 
auf Miigen neugeborener Kalber zeigen auch die aus solchen 
Infusionen bereiteten Enzymlésungen eine sehr starke Chy- 
mosin- und eine verhiltnismabig schwache Pepsinwirkung. Es 
ist deshalb auch nicht ausgeschlossen, dafi eine Enzymlosung, 
die von Anfang an ein umgekehrtes Verhalten der zwei Enzym- 
wirkungen gezeigt hatte, auch gegen die Alkalieinwirkung ein 
etwas anderes Verhalten zeigen wiirde. Solche Losungen habe 
ich bisher nicht in den Handen gehabt, und nur in einem Falle 
habe ich eine LOsung untersucht, die im Verhiltnis zu der 
Pepsinwirkung eine relativ schwache Chymosinwirkung zeigte. 
Diese Knzymlésung war in obiger Weise aus einer Infusion 
auf Migen von etwas alteren (5—6 Wochen alten) Kiélbern dar- 
gestelll worden. Sie verdaute in 20 Stunden nach Mett 3mm 
und koagulierte Milch bei K6érpertemperatur erst nach 10—11 
Minuten, also eine schwache Chymosinwirkung. Durch Alkali- 
einwirkung wiihrend 2 Minuten wurde in diesem Falle die 
Chymosinwirkung auf !/4 und die Pepsinwirkung auf !/40>—!/50 
herabgesetzt. Das Pepsin wurde also auch in diesem Falle 
stiirker als das Chymosin geschadigt; und da hierzu kommt, 
dafs ich in vielen Fallen durch die Alkalieinwirkung eine Herab- 
setzung der Pepsinwirkung auf !/200—!/400 und der Chymosin- 
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wirkung nur auf elwa ‘2 erzeugen konnte, spricht dies ent- 
schieden dafiir, daf das Pepsin viel empfindlicher gegen Alkali 
als das Chymosin ist. Dies gilt natiirlich bis auf weiteres nur 
fiir die Enzyme von neugeborenen Kilbern, denn bei anderen 
Tieren habe ich keine entsprechenden Untersuchungen ge- 
macht. 

Unter allen Umsténden ist es von Interesse, daf man 
durch schwache Alkalieinwirkung auf die Enzyme des Kalbs- 
magens LOésungen erhalten kann, in welchen die Parallelitit 
der beiden Enzymwirkungen so stark aufgehoben ist, dafi man 
(praktisch) fast pepsinfreie Enzymlésungen erhalt, die noch 
eine kraftige Chymosinwirkung zeigen. 

Wenn man dieses Verhalten mit der unitarischen Ansicht 
von der Identitaét des Pepsins und Chymosins in KEinklang 
bringen will, so bleibt, soweit ich ersehen kann, nur die An- 
nahme iibrig, dali wihrend oder infolge der Alkalieinwirkung 
eine hemmende Substanz gebildet worden ist, welche nicht in 
einem neutralen, sondern nur in einem saueren Medium wirk- 
sam ist. Diese hemmende Substanz wiirde also nicht die Milch- 
gerinnung, sondern nur die bei saurer Reaktion stattfindende 
Proteolyse (die Pepsinverdauung) verhindern kénnen. 

Diese, an und fiir sich wenig wahrscheinliche Annahme 
ist nun einer direkten experimentellen Priifung mit Casein- 
losungen zuganglich. Wenn man Lésungen von Alkalicaseinat 
mit Hilfe von "/10o-NaOH und Wasser bereitet, kann man zeigen, 
daB solche Liésungen durch neutrale Infusionen oder Enzym- 
lésungen unter Albumosebildung hydrolysiert werden. Zu 
solehen Untersuchungen sind die oben erwiihnten, eiweilarmen 
Enzymlésungen besonders geeignet, und man findet dabei, dab 
diese Enzymlésungen bei saurer Reaktion krafliger als bei 
neutraler proteolytisch wirken. Wenn nun die obigen, der 
Alkalieinwirkung ausgesetzten Enzymlésungen die duferst starke 
Herabsetzung ihrer Pepsinwirkung der Anwesenheit einer hem- 
menden, nur bei saurer Reaktion wirksamen Substanz zu ver- 
danken hitten, wiirden sie natiirlich auf Caseinlésungen eine 
schwachere Wirkung bei saurer als bei neutraler Reaktion 
ausiiben. Dies ist aber nicht der Fall. Sie wirken umgekehrt 
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kraftiger proteolytisch bei An- als bei Abwesenheit von freier 
Siure, was ich durch ein Beispiel zeigen werde. 

Als MaB der verschiedenen Stiirke der Proteolyse kann 
man die Menge der gebildeten Albumosen benutzen. Wenn man 
die mit Enzymlésung bei Kérpertemperatur behandelten, neu- 
tralen resp. sauren Caseinlésungen mit der zur Ausfallung des 
Paracaseins oder anderer fillbaren Verdauungsprodukte gerade 
erforderlichen Menge Siiure, resp. Alkali versetzt, kann man 
bei richtiger Arbeit ganz wasserhelle Filtrate erhalten, die 
weder von Séure noch von Alkali bei mdglichst vorsichtigem 
Zusatz gefallt werden. Beim Sieden geben sie ebenfalls keine 
Fallung, wohl aber, wie die LOsungen gewisser Caseinalbumosen, 
eine weibliche Triibung, die beim Abkiihlen sich wieder klirt. 
Wird das Filtrat eingetrocknet und bis gegen 110° C. erhitzt, 
so lost sich dann der Riickstand in Wasser bis auf einen 
kleinen Rest, der entweder aus einem nicht ausgefiillten Teil 
des Paracaseins oder aus bei dem Eintrocknen gebildeter 
Dysalbumose besteht. Dieser Rest wird abfiltriert, und das 
klare Filtrat gibt nun alle typischen Albumosereaktionen. Bei 
quantitativen Bestimmungen wird dieses Filtrat mit dem Wasch- 
wasser in einer Platinschale zur Trockne verdunstet, der Rtick- 
stand bei 105—110° C. zu konstantem Gewicht getrocknet und 
gewogen und nach Abzug der Mineralstoffe (NaCl) als Albumose 
berechnet. In dieser Weise ist die Starke der Proteolyse in 
den hierhergehérenden Versuchen bestimmt worden, und nach 
dlieser Vorbemerkung kann ich zu einem Beispiele tibergehen. 

Versuch 7. Von reinem Casein (das ich selbst dargestellt 
hatte) wurden 3,15 g (entsprechend 3 g wasserfreiem Casein) 
mit Hilfe von 15 cem "/1o-NaOH in Wasser bis zu 100 ccm 
klar gelést. Die Lésung reagierte nicht ganz neutral, sondern 
sehr schwach sauer auf Lackmuspapier und enthielt also zum 
Teil auch saures Alkalicaseinat. 

Die Enzymlésung war die im Versuche 6 erwahnte, 
wihrend 4 Minuten mit Alkali behandelte Lésung, welche bei 
381/2° C. die Milch in 75 Sekunden koagulierte und deren 
Pepsingehalt auf mehr als '/400 der urspriinglichen herabgesezt 
worden war. Auf gekochtes Fibrin war sie in 48 Stunden bei 
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Korpertemperatur ohne sichtbare Wirkung. Von dieser neu- 
tralen EnzymloOsung wurde ein Teil der Kontrolle halber auf 
95° C, einige Zeit erhitzt, um die Enzyme zu vernichten. Diese 
Lésung diente zu der Kontrollprobe 3. Es wurden nun folgende 
3 Proben angeordnet. 

Nr. 1. Es wurden 10 ccm neutrale Enzymlésung mit 6 cem 
n/1o HCl gemischt und zu dieser sauren Lésung 20 ccm Casein- 
ldsung unter Umrihren zugesetzt. Die Siiuremenge war mehr 
als hinreichend, um das ausfallende Casein rasch wieder zu 
losen. 20 ccm Caseinlisung enthielten 0,600 g Casein und eine 
Alkalimenge, die 3 ccm ®/10-NaOH entspricht. Von den 6 ccm 
nN/io-HCl waren also 3 cem tibrig, entsprechend 0,01095 g HCI: 
und das Gemenge von 36 cem enthielt also 0,030°/o freie HCI. 
Die Menge des gebildeten NaCl entsprach 3 cem "/10-NaCl. 

Nr. 2. 10 ccm neutrale Enzymlésung +- 3 ccm " 10-NaCl 
+- 3ccm Wasser + 20 cem Caseinlésung. 

Nr. 3. 10 ccm neutrale (erhitzte) Enzymlisung -{- 3 cem 
n/1o-NaCl + 3 ccm Wasser -+- 20 ccm Caseinlésung. 

Alle 3 Proben hatten also genau denselben Gehalt an 
Casein und NaCl: der Unterschied war nur, daf} die Probe 1 
einen Gehalt von 0,030°/o freier HCl und die Kontrollprobe 3 
die unwirksam gemachte Enzymlosung enthielt. In allen 3 Proben 
wurde die Caseinlésung zu der Enzymlésung gesetzt und zwar 
in der Reihenfolge der Proben 3, 2 und 1. Die Temperatur 
war 38°C, Nach 45 Minuten wurden gleichzeitig alle 3 Proben 
herausgenommen, rasch abgekthlt, mit Alkali bezw. Siiure ver- 
setzt und der Niederschlag abfiltriert. Hierbei war die Keihen- 
folge der Proben die umgekehrte 1, 2 und 3, so dab die Probe 
1 die kiirzeste Zeit der Enzymwirkung ausgesetzt gewesen war. 
Diese Probe wurde mit 3 ccm ®/10-Natronlauge und die beiden 
anderen mit je 3 ccm "/10-Salzsaure gefallt. Die Filtration ging 
in allen sehr rasch; alle 3 Filtrate waren wasserhell, und es 
wurden von jeder Probe 30 ccm Filtrat eingetrocknet und wie 
oben angegeben behandelt. Die Menge der Albumosen (natiir- 


lich nach Abzug des NaCl) war in 30 ccm Filtrat. 
in Probe 1 = 0,126 g 
>» 2 = 0,068 >» 
> 3 = 0,009 > 
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Die Proteolyse war also bei Gegenwart von freier Salz- 
siure fast doppelt so stark wie bei Abwesenheit von solcher. 

Zwei andere, nach demselben Prinzipe ausgefiihrten Ver- 
suche mit einem Gehalte von bezw. 0,036 und 0,090 °/o freier 
HCl fiihrten zu iihnlichen Resultaten. Die Proteolyse war immer 
stiirker in der Probe, welche freie Saure enthielt. Da die 
Enzymwirkung in jedem dieser Versuche in demselben Milieu, 
nur bei verschiedener Keaktion, stattfand, ist es unmdglich, 
die durch Alkalieinwirkung stark herabgesetzte oder fast auf- 
gehobene Pepsinwirkung der Enzymlésungen durch die Annahme 
einer in ihnen vorhandenen, nur bei saurer Reaktion hemmend 
wirkenden Substanz zu erkliren. 

In diesem Zusammenhange will ich bemerken, dab iihn- 
liche Versuche mit den in dem niichstvorigen Aufsatze!) er- 
wiihnten, nach der Salzmethode erhaltenen Enzymfraktionen B, 
die ebenfalls stark milchkoagulierend aber nur sehr schwach 
peptisch wirkten, gezeigt haben, daB auch in diesen Loésungen 
die schwache Pepsinwirkung nicht durch die Annahme einer 
bei Anwesenheit von freier Siiure hemmend wirkenden Sub- 
stanz erkliirt werden kann. 

Zur Erklirung der durch Alkalieinwirkung stark herab- 
gesetzten Pepsinverdauung bei erhaltener, starker Chymosin- 
wirkung bleibt wohl also nach dem Obigen nur die Annahme 
iibrig, daB das Alkali stiirker schadigend auf die Pepsin- als 
auf die Chymosinwirkung eingewirkt hat. Diese Erklarung laft 
sich allerdings nicht mit der unitarischen Ansicht von der 
Identitiit des Pepsins und Chymosins vereinbaren: da man 
aber die nach verschiedenen Methoden bewirkte Aufhebung 
der Parallelitiit zwischen den beiden Enzymwirkungen nie nach 
der unitarischen Anschauungsweise hat erklaren kénnen, zeigt 
dies nach meiner Ansicht nur, daf die unitarische Hypothese 
ganz unhaltbar ist. 

Dies gilt natiirlich zunéchst nur fiir die Enzyme des Kalbs- 
magens. Bei den Kiilbern ist man aber genétigt, zwischen zwel 
nicht identischen Enzymwirkungen, der Chymosin- und der 


') Diese Zeitschrift, Bd. 94. 
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Pepsinwirkung, bestimmt zu unterscheiden. Wenn man nun 
hier zwei verschiedene Enzyme, Pepsin und Chymosin, oder 
ein Riesenmolekiil mit Seitenketten von ungleicher Enzymwirkung 
annehmen will, scheint mir ziemlich gleichgiiltig zu sein. Die 
grofere Leichtigkeit, mit welcher die Chymosinwirkung durch 
Saiure und die Pepsinwirkung umgekehrt durch Alkali ver- 
nichtet werden kann, liabt sich natiirlich ebenso gut nach der 
einen wie nach der anderen dieser Annahmen erklaren. Die 
Moglichkeit aber, durch Dialyse nach Rakoezy, durch Fiillung 
mit Casein oder durch die Salzmethode verschiedene Fraktionen 
darzustellen, von denen die eine stirkere Pepsin-, die andere 
dagegen stirkere Chymosinwirkung zeigt, ist natiirlich viel 
leichter durch die Annahme von zwei verschiedenen Enzymen 
als durch die Annahme eines Riesenmolekiiles mit Seitenketten 
zu erkliren. Wenn ich unter solchen Umstiinden die einfachere 
Erklairung wahle und von zwei verschiedenen Enzymen spreche, 
diirfte dies wohl bis auf weiteres erlaubt sein, denn hierin 
liegt nicht das wesentliche. Das wichtigste ist, die Bedingungen, 
unter welchen die eine oder andere Wirkung zur Geltung 
kommt, und die Unterschiede, welche zwischen beiden bestehen, 
zu erforschen. 

Kin soleher Unterschied ist das ungleiche Verhalten beider 
Enzyme zu in der Hitze denaturiertem Eiweib, wie gekochtem 
Hiihnereiweif oder Fibrin. In meinen friiheren Aufsiétzen und 
auch bei der Besprechung meiner Versuche iiber die Alkaliein- 
wirkung auf die zwei Enzyme habe ich wiederholt von Kknzym- 
losungen berichtet, welche kriiftig milchkoagulierend wirkten, 
wiahrend sie bei der Mettschen Probe ganz und bei der Karmin- 
fibrinprobe (mit ungekochtem Fibrin) fast unwirksam waren. 

Dies spricht nun entschieden dafiir, dafi Pepsin und Chy- 
mosin. in saurer Losung gegen geronnenes Kiweil} verschieden 
sich verhalten, und weitere Beweise hierfiir kann man leicht 
mit Enzymlésungen, in welchen die Parallelitit durch Alkali- 
einwirkung aufgehoben worden ist, liefern. Da man durch 
Alkalibehandlung Loésungen, welche bei duferst schwacher 
Pepsinwirkung die Milch bei Korperwiarme in weniger als 
1 Minute und bei 29 und 30° C. in 11/2—5 Minuten koagulieren 
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und demnach unbedingt als chymosinreich angesehen werden 
miissen, erhalten kann, eignen sich niamlich solche Lésungen 
sehr gut, um diesen Unterschied zwischen Chymosin- und Pepsin- 
wirkung zu demonstrieren. 

Es ist hierbei am besten, solche Lésungen mit einander 
zu vergleichen, welche entweder gleich kriaftig Milch koagu- 
lieren, oder in welchen die pepsinreichere Probe etwas weniger 
kraftig labend als die andere wirkt. Zu dem Ende muff man 
die von Anfang an etwas chymosinreichere Kontrollprobe K 
entsprechend verdiinnen, und als Verdiinnungsfliissigkeit be- 
nutzt man am besten ein durch Erhitzen enzymfrei gemachtes 
Gemenge von den beiden sauren (0,1°/o HCl) Lésungen K 
und A. Ich erlaube mir, ein paar solche Beispiele anzufihren. 

In dem einen Falle, in welchem die Enzymlosung 0,014°/o 
feste Stoffe enthielt und die Alkalienwirkung 1'/2 Minute .ge- 
dauert hatte, wirkten die beiden sauren Lésungen (0,1 °/o HCl) 
nach der Verdiinnung von K fast gleich stark auf Milch bet 
20 und 28° C., namlich bei 20° C. A in 6 und K in gegen 
7 Minuten und bei 28° C. A in etwa 75 und K in etwa 
76 Sekunden. Beide Lisungen zeigten also kriiftige Chymosin- 
wirkung. Es wurden nun beide Proben mit hartgekochtem 
Eiweifi in Scheibchen mit scharfen Réiindern beschickt und bei 
etwa 56° C. stehen gelassen. In K war nach 2 Stunden eine 
beginnende Verdauung sicher zu sehen, und im Laufe von 
6—7 Stunden war das Eiweif voéllig verdaut. In A dagegen 
war nach 48 Stunden das Eiweilf} zwar, wie nach Siaure- 
einwirkung allein, etwas weniger undurchsichtig geworden, die 
Scheibchen hatten aber fortwihrend scharfe Rinder, und eine 
merkbare Verdauung hatte noch nicht stattgefunden. Gekochtes 
Fibrin, welches verhiiltnisméfig rasch von K verdaut wurde, 
war ebenfalls von A nach 48 Stunden anscheinend nicht starker 
als von Siiure allein angegriffen worden. 

In einem anderen Falle mit einer Enzymloésung, welche 
Q0,015°/o feste Stoffe enthielt und wihrend 11/2 Minuten der 
Alkalienwirkung ausgesetzt gewesen war, wirkte die Losung K 
(nach der Verdiinnung) etwas schwiacher milchkoagulierend 
als die Lésung A. Die Relationen zwischen den Chymosin- 
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mengen in A und K waren bei 26°, 30° und 34° C.: A: K 
= 1,22:1; 1,25:1 und 1,7:1. Bei der letztgenannten Tem- 
peratur wirkte A in 70 und K in 120 Sekunden. Bei Anwen- 
dung von gekochtem Karminfibrin bei K6rpertemperatur war 
in der chymosinirmeren, pepsinhaltigen Probe K die begin- 
nende Verdauung nach 5 Minuten merkbar und nach 7 Minuten 
recht deutlich und sicher. Nach Verlauf von 1 Stunde war 
die Hauptmasse und nach 2 Stunden war alles gelést. Nun 
wurde in dieser Probe ein Zylinder aus gekochtem Eiweil 
eingelegt. Nach 2 Stunden war eine beginnende Verdauung 
sicher zu sehen, und im Laufe der Nacht war das Eiweif 
volistandig gelist worden. Nach 48 Stunden hatte dagegen 
das Fibrin in A ganz dasselbe Aussehen wie in einer Kontroll- 
probe mit Saéure allein, und eine sichtbare Verdauung hatte 
also nicht stattgefunden. Auf gekochtes Hiihnereiweif war die 
Loésung A in derselben Zeit ohne Wirkung. 

Saure Enzymldsungen, die im Laufe von 48 Stunden bei 
Koérpertemperatur gekochtes Fibrin nicht merkbar verdauen, 
kénnen wohl als praktisch pepsinfrei angesehen werden, wenn 
sie auch nicht ganz ohne Wirkung auf ungekochtes Fibrin sind, 
eine Wirkung, die jedoch wenigstens zum Teil von der Ver- 
unreinigung des ungekochten Fibrins mit Enzymen kompliziert 
wird. Da nun solche Enzymlésungen trotzdem sehr kriiftig 
milchkoagulierend wirken und demnach reich an Chymosin 
sind, dirften wohl solche Versuche wie die zuletzt besprochenen 
zeigen, nicht nur, dafi Pepsin und Chymosin nicht identische 
Enzyme sein kOnnen, sondern auch, dafi das Chymosin zum 
Unterschied von dem Pepsin in saurer Lésung gekochtes Fibrin 
oder Hiihnereiweifi nicht verdaut. Lehrreich in dieser Hinsicht 
ist auch der oben (S. 313) angefiihrte Versuch 6, in welchem 
die Lésung A auf gekochtes Fibrin in 48 Stunden unwirksam 
war, wahrend die LOsung K noch in der Verdiinnung !/400 
das Fibrin verdaute. Die Chymosinwirkung in K war aber in 
diesem Falle nur etwa doppelt so stark wie in A. 

Ein anderer Unterschied zwischen Pepsin und Chymosin 
ist die zuerst von mir beobachtete und dann von vielen anderen 
konstatierte gréfere Empfindlichkeit des Chymosins als des 
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Pepsins gegen die EKinwirkung von verdiinnter Salzsiure bei 
etwa 40° C. oder einer etwas héheren Temperyatur. 

Ein weiterer Unterschied ist das entgegengesetzte Verhalten 
der beiden Enzyme zu sehr verdiinntem Alkali bei Zimmer- 
temperatur, indem, wie oben gezeigt worden ist, das Pepsin viel 
weniger resistent gegen Alkalieinwirkung als das Chymosin ist. 

Ein besonders wichtiger Unterschied liegt auch in der 
Bedeutung einer verschiedenen Reaktion fiir die proteolytische 
Wirkung beider Enzyme. 

Ks haben bekanntlich mehrere Forscher die Annahme 
gemacht, dal das Chymosin, wie das Pepsin, ein proteolytisches 
Enzym sei. So lange man aber mit Enzymlésungen, die auch 
Pepsin enthielten, gearbeitet hat, konnte eine solche Annahme 
nur in indirekter Weise wahrscheinlich gemacht werden. Direkt 
und in exakter Weise kann man sie natiirlich nur durch Ver- 
suche mit pepsinfreien Enzymldsungen priifen. Wenn man nun 
auch absolut pepsinfreie Chymosinlésungen noch nicht dar- 
gestellt hat, so kann man indessen sowohl nach der Kochsalz- 
methode wie durch die oben beschriebene Alkalibehandlung 
Enzymloésungen darstellen, die in mehreren Fiillen so arm an 
Pepsin sind, dafi sie praktisch als pepsinfrei zu betrachten 
sind. Wenn man nun mit solechen Enzymlosungen und Lésungen 
von reinem Casein arbeitet, kann man zeigen, dai das Chymosin 
sowohl bei Abwesenheit wie bei Gegenwart von freier Saure 
proteolytisch wirken kann, und zwar — wenigstens bis zu einem 
gewissen Grade — besser in einem sauren Medium. 

Wenn man mit sauren Caseinlésungen arbeitet, kann man 
ferner ohne Schwierigkeit zeigen, dali das Optimum des Saure- 
grades fiir die beiden Enzyme ein verschiedenes ist. Priift 
man solche Caseinlésungen (mit steigendem Saéuregehalt in den 
verschiedenen Proben) mit zwei Enzymlésungen, von denen 
die eine relativ reich an Chymosin und die andere an Pepsin 
ist, so wird man finden, dal bei den niedrigsten Siuregraden 
die chymosinreichere Lésung kriiftiger als die pepsinreichere 
wirkt. Bei etwas hiherem Séuregrade wirken beide ungefihr 
gleich kriéftig und bei noch héherem Siuregrade wirkt die 
pepsinreichere Lésung viel kriiftiger als die chymosinreichere. 
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Ich kann hier nicht des naheren auf diese Caseinver- 
suche eingehen, denn sie miissen Gegenstand eines besonderen 
Aufsatzes werden. Ich habe das Hauptresultat derselben nur 
deshalb hier angefiihrt, weil diese Versuche einen weiteren 
Unterschied zwischen den beiden Enzymen anzeigen. 

Besonders wichtig ist ferner die Frage, inwieweit auch 
ein Unterschied in der Wirkung beider Enzyme bei neutraler 
Reaktion besteht. In dieser Hinsicht ist man seit lange all- 
gemein der Ansicht gewesen, daB zwar das Chymosin, nicht 
aber das Pepsin bei neutraler Reaktion milchkoagulierend wirkt. 
In neuerer Zeit hat aber Rakoczy') behauptet, dab die vom 
kiinstlichen oder natiirlichen Kalbsmagensaft bewirkte Milch- 
koagulation als eine komplizierte Erscheinung, als die Summe 
der Wirkungen der beiden Enzyme — des Pepsins und des 
Chymosins — anzusehen ist, und daf also beide Enzyme bei 
neutraler Reaktion milchkoagulierend wirken sollen. 

Es ist offenbar, dai man diese Behauptung, wie iiber- 
haupt die Frage von der Wirkung des Pepsins sowohl auf 
Milch wie auf Caseinlésungen, nur durch Versuche mit chymosin- 
freien oder moglichst chymosinarmen Pepsinlésungen in exakter 
Weise prifen kann, und man muf deshalb mit einem Urteil 
liber diese Angabe Rakoczys warten, bis neue solche Unter- 
suchungen vorliegen. Die gewohnliche Ansicht basiert niimlich 
wesentlich auf Versuchen mit Infusionen, in welchen das Chymo- 
sin durch andauerndes Erhitzen der sauren Infusion bei etwa 
40° C. vollstandig oder fast vollstandig vernichtet worden war, 
wiahrend die Pepsinwirkung erhalten blieb; aber diese Methode 
hat man als nicht zuverlassig bezeichnet. Unter solchen Um- 
standen mufi es eine wichtige Aufgabe der Forschung sein, 
diese Methode weiter zu priifen, zu verbessern oder, wenn 
notig, durch ein anderes, mehr zuverliissiges Verfahren zu er- 
setzen. Auf diese Aufgabe habe ich auch in erster Linie meine 
fortgesetzte Arbeit eingerichtet. 





1) Diese Zeitschrift, Bd. 68, S. 421. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 22 








Uber den schadlichen, auf eine Saurevergiftung zuriick- 
zufihrenden EinfluB einer ausschlieBlichen Haferfiitterung. 


Von 


A. Morgen (Referent) und C. Beger. 


(Aus der K. Wiirtt. landwirtschaftlich-chemischen Versuchsstation Hohenheim.) 





(Der Redaktion zugegangen am 3, Juni 1915.) 





Vor langerer Zeit wurde uns von befreundeter Seite mit- 
geteilt, daB man bei Kaninchen durch alleinige Verfiitterung 
von Hafer, natiirlich neben Wasser, rachitische Erkrankungen 
hervorrufen kinnte. Ahnliche Beobachtungen iiber schiidliche 
Wirkungen eines einseitigen Futters liegen mehrfach vor. So 
berichtet Casimir Funk!) tber Versuche von Holst und 
Frohlich, welche bei Meerschweinchen, Kaninchen, Schwein 
und Hund skorbutahnliche Erkrankungen hervorrufen konnten 
durch eine Nahrung, die bei Menschen Skorbut erzeugt. Die 
Erkrankungen wurden auch bei alleiniger Verfiitterung von 
Hafer an Meerschweinchen beobachtet. Funk selbst dagegen 
sah bei Kaninchen erst nach drei Monate dauernder Fitterung 
mit Hafer und Wasser geringe Symptome auftreten.?) Von 
anderer Seite*) wird berichtet, daf Kaninchen bei Fiitterung 
mit Hafer allein eingehen, dagegen am Leben bleiben, wenn 


Calciumcarbonat beigegeben wird. *) 
‘) Ergebnisse der Physiologie, Bd. 13, S. 157—-158. 
*) Ergebnisse der Physiologie, Bd. 13, S. 161. 
*) Der Name des Autors ist mir leider entfallen, und da ich die 
Arbeit wohl nur im Referat oder in der Literaturbesprechung einer andern 
Arbeit kennen gelernt habe, ist es mir trotz aller Mithe nicht gelungen, 
sie wieder aufzufinden. (d. Ref.) 

‘) Hinzuweisen wire auch auf die Untersuchungen von Hart und 
Mac Collum an der Universitat Madison in Wisconsin (Malys Jahres- 
bericht iiber die Fortschritte der Tierchemie, Bd. 42, S. 608). 
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D An- Ge- JAb- oder} Durchschnitt- 

_— End- | “S| Zu- | lich. Verzehr 
des | fangs- e- |nahme| nahme| an Hafer 
Futter und Nummer des Tieres Ver- | ge- e oder} in %o pro Tag 
suchs | wicht | Wicht] chm. {des An-]| bei | am 

os fangs- Beginn | SchluB 
Tage g g g |gewichts| g g 

| ] 

Tier A. (Vom 11. XII. 1913 bis 15. V. 1915 = 422 Tage -+- 68 Ruhetage = 490 Tage.) 
Hafer allen ...... oe 21 | 3000 | 2320 |— 680] — 22,7] 60 | 53 
» -+ 2g, spiter 4g P,O,Ca,H, 14 |} 2320 | 2300 | — 20) — 0,9] 46 50 
» +2gCO,a...... 78 | 2300 | 2650 [4+ 350}-+ 15,2] 55 44 
» ee & Bax cut 50 | 2650 | 2750 [+ 100) +- 3,8] 47 27 
» + 3g >» _ b) (krank) 82 | 2750 | 1900 |— 850] — 30,9] 31 37 
Ruhepause vom 13. IX. bis 19. XI. 68 -- — — — — — 
ge) ee 37 | 3000 | 2150 |— 850] — 28,3] 48 17 
Normalfatter . . 6 6s 2 es 116 } 2150 | 2600 J4- 450}+- 209] — os 
Hafer + 1 g CO,HNa (krank) 24 | 2600 | 2160 |— 440] — 16,9] 70 33 

Tier B. (Vom 7. XII. 1913 bis 22. 1V. 1914 = 137 Tage. Am 23. 1V. exitus.) 
er i nw eH RS 23 | 1950 | 1450 |— 500] — 25,6] 60 37 
» + 2g, spiter 4g P,O,Ca,H, 48 | 1450 | 1300 |— 150])— 10,3] 31 29 
» -+ Ge Ge... «ss. 38 | 1300 | 1340 | +- 40) -++- 3,1] 47 43 
>» + 025g NaCl ..... 28 | 1340 | 1190 J— 150] — 11,2] 33 56 
Tier C. (Vom 7. XII. 1913 bis 6. II. 1914 = 90 Tage. Am 7. III. exitus.) 
mane GS cg we HOS 54 | 1610 | 1290 |— 320] — 19,9] 36 | 4() 
>» -+ 2g, spater 4¢ P,O,Ca,H, 36 | 1290 | 1000 J|— 290] — 22,5] 33 22 
Tier D. (Vom 7. IV. bis 9. V. 1914 = 33 Tage. Am 17. V. exitus.) 

a | 33 | 3200 | 1820 |—1380] — 43,1] 100 | 0 


Tier E. (Vom 7. IV. bis 11. VIII. 1914 = 127 Tage. Am 13. VIII. erkrankt, 
am 15. VIII. getétet.) 





NP Gk ks ee HR 27 3000 | 2360 |— 640] — 21,3] 100 | 43 
> + Oe Ces... 2. es | 100 | 2360 | 2820 |4- 460) -4- 19,5] 62 71 
Tier F. (Vom 28. IV. bis 5. XII. 1914 = 222 Tage. Am 5. XII. erkrankt, 
am 12. XII. getétet.) 
Hafer + 2g CO,Ca...... 33 | 1870 | 2050 J+ 180] + 9,6] 73 | 57 
>» -+ 2g CO,Ca-+ 1g NaCl | 189 | 2050 | 1970 | — 80] — a 57 | 39 











22* 
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Diese Beobachtungen, besonders die giinstige Wirkung 
des Calciumcarbonats, liefBen als Ursache der Erkrankung einen 
Mangel an knochenbildenden Bestandteilen, besonders Kalk, 
wovon der Hafer nur etwa 0,16°/o enthalt, vermuten. 

Wir fihrten nun einige orientierende Versuche mit Ka- 
ninchen in der Weise aus, da8 wir die Tiere teils nur mit 
Hafer und Wasser, teils unter Beigabe von Dicalciumphosphat 
oder Calciumcarbonat ernahrten; in einigen Fallen wurde auch 
Kochsalz beigegeben in der Absicht, dadurch die Freflust zu 
steigern. Wir wollen das bei diesen Vorversuchen gewonnene 
Zahlenmaterial nicht auffiihren, sondern uns auf Mitteilung der 
bei den Versuchen gemachten Beobachtungen und folgender 
Zahlen beschranken (siehe vorstehende Tabelle auf S. 325). 

Aus diesen Versuchen ergibt sich folgendes: 

1. Die alleinige Verfiitterung von Hafer bewirkte eine 
stiindige Abnahme des Lebendgewichts, welche bis tiber 40°/o 
des Anfangsgewichts betrug; dementsprechend ging auch die 
Futteraufnahme bestindig zurtick, dann trat, haiufig nach vorher- 
gegangener Lihmung der hinteren Extremitéten, der Tod ein. 

2. Beigabe von Dicalciumphosphat oder Kochsalz war 
ohne Wirkung; alle Tiere verhielten sich ebenso wie bei alleiniger 
Haferfiitterung, nur schien durch Kochsalz die Futteraufnahme 
etwas gesteigert zu werden. 

3. Beigabe von Calciumcarbonat hob die Lebendgewichts- 
abnahme auf, mehrfach fand sogar Zunahme des Lebendgewichtes 
statt. Die Futteraufnahme ging nicht zuriick, stieg sogar 
meistens, schlieBlich gingen die Tiere aber auch ein, oft nach 
vorhergegangener Lahmung, oder sie mufbten getotet werden, 
da sie die Aufnahme des Futters verweigerten. 

Bei der Sektion!) der verendeten oder getodteten Tiere 
konnten krankhafte Veradnderungen der Knochen nicht fest- 
gestellt werden, auch der Verdauungsapparat war normal be- 
schaffen, dagegen bestand meistens hochgradige Abmagerung 
und Blutarmut. Die Tiere F und 3 (siehe spater) konnten aus 


') Herr Professor Sohnle hatte die Freundlichkeit, die Sektionen 
auszufiihren, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle unsern besten Dank 
aussprechen mdochten. 
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a4uBeren Griinden leider nicht seziert werden. Das Tier A war 
das einzige, welches am Leben blieb, und dies wurde dadurch 
erreicht, daB wir dem Tier, wenn es einzugehen drohte, ein 
normales, aus Milch, Riiben, Heu, Gras und anderen guten 
Futtermitteln bestehendes Futter fiir liingere Zeit gaben. Hatte 
sich das Tier bei diesem Futter erholt, so kam es wieder in 
den Versuch, doch traten in der letzten Zeit wiederholt Storungen 
durch Krankeit ein, und darauf ist es jedenfalls auch zuriick- 
zufiihren, dai bei diesem Tier das in den letzten Tagen des 
Versuchs beigegebene Natriumbicarbonat keine Wirkung aus- 
iibte, wahrend, wie wir spater zeigen werden, bei allen anderen 
Tieren die Wirkung sehr regelmaéfbig eintrat. 

Das Fehlen krankhafter Veriinderungen der Knochen, 
sowie die Wirkungslosigkeit des Dicalciumphosphats machten 
es sehr unwahrscheinlich, dafi Kalkmangel die Ursache der 
Erkrankungen war. Dagegen legte die giinstige Wirkung, welche 
die Carbonate ausiibten, den Gedanken nahe, dai es sich um 
eine Siurevergiftung handelte, die dadurch zustande kommt, 
daB8 die im Hafer vorhandenen basischen Mineralstoffe nicht 
geniigten zur Neutralisation der bei der Oxydation der Protein- 
stoffe gebildeten Schwefelséure und Phosphorsdaure. 

Dieser Annahme konnte die Beobachtung entgegenstehen, 
daB auch die Tiere, welche Carbonate erhielten, schlieBlich 
zugrunde gingen. Dies war jedoch nur der Fall bei der 
Verfiitterung von Calciumcarbonat; bei der Verwendung von 
Natriumbicarbonat blieben die Tiere, wie wir sogleich sehen 
werden, mit alleiniger Ausnahme von Tier 3 am Leben. Bei 
Tier 3 trat, nachdem das Tier sich wahrend der ganzen Zeit 
bei bestem Wohlsein befunden, bis zuletzt an Lebendgewicht 
zugenommen hatte und bei guter Freflust geblieben war, ganz 
plétzlich eine Lihmung der hinteren Extremitaten ein, so dal 
das Tier nach einigen Tagen get6étet werden mubte. Es ist 
wohl nicht ausgeschlossen, daB hier die Todesursache eine 
andere war und in keiner Beziehung zu der Beschaffenheit 
des Futters stand. Die andern Tiere A, B, E und F erhielten 
Calciumearbonat und dies wirkte mit Ausnahme einer Periode 
bei Tier A, wo dieses Tier offenbar durch die sehr lange Dauer 
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des Versuches (163 Tage) schon stark geschadigt war, iiberall in 
der Weise, dafi das Lebendgewicht konstant blieb oder sich auch 
erhohte und die Futteraufnahme ebenfalls die gleiche blieb, mei- 
stens bedeutend stieg und nur bei Tier F allmahlich zuriickging. 

Ob nun aber das Calciumcarbonat gerade das geeignetste 
Mittel ist, einer Séurevergiftung vorzubeugen, erscheint fraglich. 
Handelt es sich um Neutralisation einer Saure im Verdauungs- 
traktus, so wird diese durch Calciumearbonat natiirlich sehr 
wohl erfolgen kénnen. Wesentlich anders liegt die Sache aber 
bei einer Vergiftung durch die bei der Oxydation der Protein- 
stoffe gebildeten Siuren. Diese entstehen in den Zellen der 
Gewebe und tiben eine schadigende Wirkung aus durch Ver- 
iinderung der Reaktion der Gewebsfliissigkeiten und des Blutes. 
Soll dieser Wirkung entgegengetreten werden, so muf der zur 
Neutralisation dienende Stoff resorbiert werden. Dies kann, 
da das Calciumearbonat unlodslich ist, aber erst nach Um- 
wandlung desselben in eine lésliche Verbindung erfolgen, und 
als solehe kénnte vielleicht das primire Calciumcarbonat in 
Frage kommen, wabhrscheinlicher aber ist es, dafi Calcium- 
chlorid oder ein organischsaures Calciumsalz gebildet wird, Ver- 
bindungen, die, abgesehen vom primaren Carbonat, zur Neutra- 
lisation der Gewebssiifte jedenfalls weniger geeignet sein diirften. 

Diese Erwagungen lieBen es uns zweckmabig erscheinen, 
zur Priifung unserer Vermutung, daf es sich um eine Saure- 
vergiftung handelte, bei den jetzt zu besprechenden Versuchen 
auBer Calciumecarbonat ein lésliches Alkalicarbonat zu_ ver- 
wenden; wir wihlten Natriumbicarbonat, mit dem bei dem 
ersten Versuchstier Nr. 3 bereits seit einigen Wochen giinstige 
Beobachtungen gemacht worden waren. 

Die Versuche haben unsere Vermutung bestatigt. Das 
Natriumbicarbonat erwies sich als vollwertiger Ersatz fiir das 
Calciumearbonat, woraus folgt, da®B Kalkmangel nicht als Krank- 
heitsursache angesprochen werden kann. Das Natriumbicarbonat 
scheint aber noch giinstiger auf den Gesundheitszustand der 
Tiere gewirkt zu haben als das Calciumcarbonat, denn mit 
Ausnahme von Tier Nr. 3, das, wie bereits oben erwahnt, plotz- 
lich einging, blieben alle Tiere gesund, und das Natrium- 
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bicarbonat wirkte faBt immer so schnell und sicher, daf man die 
Veriinderungen des Lebendgewichtes nicht nur dem Sinne nach, 
sondern annahernd auch beziiglich der Grébe, voraussagen 
konnte, die jedoch bei den einzelnen Tieren eine verschiedene 
war, zum Teil auch wohl durch die Dauer der Versuche und 
durch die vorhergegangene Fiitterung beeinfluf{t wurde. 

Uber die Ausfiihrung der Versuche sei noch folgendes 
angefiihrt. Jedes Tier kam in einen Stoffwechselkasten, der 
innen mit Blech ausgeschlagen war, so dai dem Tier aufer 
dem gereichten Futter nichts anderes zugiinglich war. Die 
Kiisten waren so eingerichtet, dab auch Harn und Kot gesondert 
gesammelt werden konnten. Jedes Tier erhielt taglich 100 ¢g 
Hafer zugewogen: der nicht verzehrte Rest wurde am andern 
Tag zuriickgewogen, und ebenso geschah es mit dem Wasser, 
jedoch sind hier die Angaben nicht ganz genau, da es unver- 
meidlich war, dafi die Tiere mitunter auch etwas Wasser ver- 
schiitteten. 

Wochentlich einmal, an jedem Sonnabend, wurden die 
Tiere morgens vor dem Fiittern gewogen. Mit dem Futter 
wurde in der Weise gewechselt, daB die Tiere eine zeitlang 
nur Hafer, dann Hafer unter Beigabe von Carbonat, schlieb- 
lich wieder Hafer usw. erhielten; bei einigen Tieren wurde mit 
der Haferfiitterung, bei andern mit der Zugabe von Carbonat an- 
gefangen. Natriumbicarbonat wurde iiberall 1 g pro Tier und Tag 
gegeben, wahrend wir vom Calciumcarbonat, je nach der Grébe 
der Tiere, 1—3 g verwendeten. Das Carbonat wurde auf den 
Hafer gestreut. In einigen Fallen wurde auch, um den Appetit 
anzuregen, Kochsalz gegeben. Alles Nihere ist aus den am 
SchluB angefiigten Tabellen zu ersehen. Die Dauer der meisten 
Versuche betrug 130—190 Tage, dann muliten sie leider ab- 
geschlossen werden, da unser Hafervorrat verbraucht war, und 
es unter den jetzigen Verhdltnissen nicht mdglich gewesen 
ware, weitere Mengen Hafer zu beschaffen. 

Die Tabellen am Schluf enthalten Angaben iiber das 
wochentlich festgestellte Lebendgewicht, sowie iiber den aus 
dem wochentlichen Verzehr berechneten tiglichen Durchschnitts- 
verzehr an Hafer und Wasser. 
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Aus den Angaben dieser Tabellen ist die folgende Uber- 
sichtstabelle berechnet. 


| ne ae Pan. |. . |. Se. [Ab- oder] Durchschnit 
































Dauer! An- | gna- |wichte-| Zu- | lich. Verzehr 
des | fangs- e- | nahme| nahme} an Hafer 
Futter und Nummer des Tieres | Ver- | ge- 6 — oder} in %o pro Tag 
suchs | wicht | Wicht | ,anme | des An-] bei | am 
fangs- Beginn | Schlub 
Tage g g g |gewichtsy g | g 
Tier 3. (Vom 13. IX. bis 20. XI. 1914 = 69 Tage. Am 20. XI. erkrankt, 
am 8. XII. exitus.) 
Hafer 4+- 1g CO,HNa.... . | 69 | 3020 | 3250 J+ 230] + 7,6] 81 | 104 


Tier 4 (Vom 23. XI. 1914 bis 31. V. 1915 = 190 Tage.) 
| Hafer + 1g CO,HNa . . . | 150 | 2700 | 3040 [H- 340]+ 12,6] 69 | 71 
40 | 3040 | 2740 J— 300] — 9,9 





II + RR ws we ke te ee 


Tier 5. (Vom 24. XI. 1914 bis 22. V. 1915 = 180 Tage.) 


| Hafer allen. ...... 75 | 2430 | 1790 |— 640] — 26,3] 60 | 11 
Il» -+ 41g CO,HNa ... | 52 | 1790 | 2630 [+ 840/+ 469] 33 | 73 
Mi > allen... ca. - _ | 40 | 2630 | 1890 |— 740] — 28,1] 68 | 49 
IV » -+ 1g CO,HNa ... | 13 | 1890 | 2300 J+ 410)/+ 21,7] 65 | 60 

















Tier 6. (Vom 9.I. bis 22. V. 1915 = 134 Tage.) 

















| Hafer + 1g NaCl. .... 57 | 3280 | 2940 |— 340] — 10,4] 93 | 90 
oo» -+1gNaCl-+-1¢C0,Ca | 14 | 2940 | 2700 |— 240] — 82] 81 | 79 
Il > --1gC0,Ca .... | 28 | 2700 | 2870 [4+ 170) + 63] 109 | 90 
IV > +1¢C0,HNa ... | 35 | 2870] 2860] — to] — 04] 69 | 76 


Tier 7. (Vom 22.1. bis 31. V. 1915 = 130 Tage.) 
| Hafer-+ 1g CO,HNa-+-1g NaCl 68 | 2500 | 3000 |+- 500]/+- 20,0] 96 | 71 
tl = QAM. cw * woe ee 4) | 3000 | 2070 |— 930] — 31,0] 70 33 
ll » -++igCO,HNa.... 22 | 2070 | 2550 J+ 480}-4- 23,2] 48 | 79 


Die Versuche bestatigen die bei den Vorversuchen ge- 
machten Beobachtungen, also die schidliche Wirkung der allein- 
igen Haferfiitterung und die Aufhebung dieser Wirkung durch 
die Beigabe von Natriumbicarbenat. Bei allen Tieren war der 
Gesundheitszustand bis zuletzt ein sehr guter, ebenso die 
Futteraufnahme. 
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Besonders hervorheben mochten wir noch die sehr prompte 
Wirkung des Natriumbicarbonats, welches sofort nicht nur eine 
Zunahme des Lebendgewichts bewirkte, sondern auch sogleich 
die Futteraufnahme steigerte. Diese Beobachtung erscheint uns 
von Interesse. Man konnte geneigt sein, die Lebendgewichtsab- 
nahme bei der Verfiitterung von Hafer darauf zuriickzufiihren, 
daB die Tiere einen Widerwillen gegen dieses Futter hatten, 
infolgedessen immer weniger Hafer verzehrten und deshalb, 
also aus Mangel an Futter, an Lebendgewicht stiindig verloren. 
Wire diese Annahme richtig, dann miibte man die nach Bei- 
gabe von Natriumbicarbonat sofort gesteigerte Freblust auf eine 
Reizwirkung zuriickfiihren, eine Annahme, zu der aber keine Be- 
rechtigung vorliegt, da Kochsalz, wohl das beste appetitanregende 
Mittel, eine solche Wirkung nicht, jedenfalls nicht so schnell 
und sicher auszuliben vermochte. Die Sache diirfte ohne Zweifel 
wohl so liegen, dafi das Bicarbonat die normale Reaktion der 
Sifte herstellte und dadurch den Gesundheitszustand der Tiere 
giinstig beeinfluBte; dies hatte dann die Aufnahme gréferer 
Futtermengen und diese wiederum die Steigerung des Lebend- 
gewichts im Gefolge. 

Wir wollten die Versuche noch durch Untersuchung des 
Harns und Kotes vervollstandigen und haben zu dem Zweck 
in einer Anzahl Harne den Gehalt an Gesamtstickstoff nach 
Kjeldahl und an Ammoniakstickstoff nach dem von Kriiger 
und Reich!) modifizierten Schlisingschen Verfahren bestimmt, 
ferner auch den Aschegehalt im Harn und in einigen Kot- 
proben festgestellt.2) Die erhaltenen Zahlen schwanken jedoch 
sehr und gestatten keine sicheren Schliisse. Wir sehen daher 
von einer Wiedergabe dieser Zahlen vorlaufig ab, behalten uns 
aber vor, die Versuche fortzusetzen, ebenso wie wir auch be- 
absichtigen, mit andern geeigneten Futtermitteln noch weitere 
Fiitterungsversuche auszufiihren. 

Die Resultate der hier mitgeteilten Versuche fassen wir 
wie folgt zusammen: 


') Diese Zeitschrift, Bd. 39, S. 165. 

*) Diese Bestimmungen wurden zum Teil von den Herren Dr. 
Schéler und F. Gaisser ausgefiihrt, wofiir wir denselben hier unsern 
besten Dank aussprechen mdéchten. 
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1. Bei alleiniger Verfiitterung von Hafer an 
Kaninehen nehmen die Tiere bestandig an Lebend- 
gewicht ab, fressen immer weniger und gehen nach 
mehr oder weniger langer Zeit an hochgradiger Ab- 
magerung und Blutarmut zugrunde. Krankhafte Ver- 
inderungen an den Knochen waren bei der Sektion 
jedoch nicht zu beobachten. 

2. Kine Beigabe von Dicalciumphosphat zu Hafer 
war wirkungslos; die Tiere nahmen ebenso an Lebend- 
gewicht ab wie bei der Verfiitterung von Hafer allein. 

3. Eine Beigabe von Natriumchlorid war eben- 
falls ohne jede Wirkung. 

4. Eine Beigabe von Calciumcarbonat wirkte der 
Lebendgewichtsabnahme entgegen; die Tiere hielten 
sich auf konstantem Lebendgewicht, nahmen mitunter 
auch nicht unbedeutend an Gewicht zu, ebenso stieg 
der Verzehr an Hafer, nach langerer Zeit gingen die 
Tiere jedoch ein, ohne daf vorher eine Abmagerung 
eingetreten war. 

+. DieBeigabe vonNatriumbicarbonat verhinderte 
die Lebendgewichtsabnahme und bewirkte bei dem 
vorher mit Hafer allein gefiitterten Tier sofort eine 
Zunahme des Lebendgewichts, sowie eine Steigerung 
des Haferverzehrs. Mit Ausnahme von Tier 3, welches 
plétzlich krepierte, blieben alle andern Tiere bei guter 
FrefBlust und Gesundheit. 

6. Diese Beobachtungen berechtigen zu der An- 
nahme, daf als die Ursache der schidlichen Wirkung 
der alleinigen Haferfiitterung nicht sowohl ein Kalk- 
mangel, als vielmehr eine Saurevergiftung anzunehmen 
ist, die dadurch zustande kommt, daf die im Hafer 
enthaltenen basis chen Mineralstoffe zur Neutralisation 
der bei der Oxydation der Proteinstoffe gebildeten 
Schwefelséiure und Phosphorsdure nicht genitigen. Dab 
diese Saéurevergiftung unter Umstinden auch eine 
Knochenerkrankung zur Folge haben kann, ist natur- 
lich nicht ausgeschlossen. 
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Tier 3. (Vom 13. IX. bis 20. XI.1914 = 69 Tage.) Hafer +- 1g CO,HNa. 














Lebendgewicht Verzehr pro Tag im Mittel 

' Datum Hafer | Wasser 

i g g | g 

: 19. IX, 3020 81 | 94 
26. IX. 3030 89 | 119 
3. X. 2950 74 | 119 
10. X. 3090 93 | 149 
7 & 3070 91 | 143 
24. X. 3130 81 | 140 
31. X. 3230 93 | 190 
7. XI. 3320 99 | 229 
14. XI. 3400 100 | 256 
20. XI. 3250 104 | 228 











Tier 4. (Vom 23. XI. 1914 bis 31. V. 1915 = 190 Tage.) 
I. Hafer + 1g CO,HNa. (Vom 23. XI. 1914 bis 21. IV. 1915 = 150 Tage.) 














29. XI. 2700 69 83 
5. XII. 2620 60 57 
12. XII. 2660 60 | 66 
19. XII. 2670 71 | 71 
26. XII. 2730 7: | 70 
ae 2810 77 | 71 
9 1. 2810 64 61 
16. I. 2850 76 64 
23. I. 2850 61 | 57 
30. I. 2910 64 | 54 
6. I. 2980 7 70 
13. I. 2960 71 63 
20. Il. 2980 76 | 56 
27. Il. 2960 77 | bf 
6. Ill. 2980 80 | 61 
13. Il. 3110 83 79 
20. III. 3020 79 71 
27. Ill. 3040 76 79 
3. IV. 3030 61 71 
10. IV. 3060 69 | 73 
a7. WY, 3040 71 | 73 

I]. Hafer allein. (Vom 22. IV. bis 31. V. 1915 = 40 Tage.) 
24, IV 3020 71 | 70 
1. V 2980 61 69 
8. V. 2890 36 D4 
a6. Y. 2820 44 | 63 
22. V 2760 61 87 
29. V 2820 73 76 
31. V 274) 73 73 
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Tier 5. (Vom 24, XI. 1914 bis 22. V. 1915 = 180 Tage.) 
eR A LL LLL 












































Verzehr pro Tag im Mittel 
ilies Lebendgewicht Hafer Wasser 
g g | g 
Il. Hafer allein. (Vom 24. XI. 1914 bis 6. II. 1915 = 75 Tage.) 

28. XI. 2430 60 7 
5d. XII. 2250 47 53 
12. XII. 2210 61 53 
19. XII. 2130 49 53 
26. XII. 2070 49 46 
2. | 2030 44 34 
9. I. 1920 53 41 
16. I. 1960 31 64 
23. I 1900 24 64 
30. I. 1830 13 53 
6. Il. 1790 11 49 

I]. Hafer 4+- 1 g CO,HNa. (Vom 7. II. bis 30. II. 1915 = 52 Tage.) 
43. I. 1990 33 | 83 
20. II. 2170 80 | 97 
27. II. 2350 86 100 
6. Ill. 2490 83 100 
13. III. 2400 79 | 100 
20. III. 2520 80 100 
27. Il. 2640 79 | 100 
30, III. 2630 73 | 77 
Ill. Hafer allein. (Vom 31. Ill. bis 9. V. 1915 = 40 Tage.) 
4. IV. 2570 68 76 
10. IV. 2310 60 72 
17. IV. 2210 64 84 
24. IV. 2140 — «©69 100 
1. V. 1910 46 | 100 
8. V. 1890 49 100 

[V. Hafer + 1g CO,HNa. (Vom 10. V. bis 22. V. 1915 = 13 Tage.) 
15. V. 2160 65 | 100 
23. \%. 2300 60 | 100 
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Tier 6. (Vom 9.1. bis 22. V. 1915 = 134 Tage.) 


nnn nnn 
Verzehr pro Tag im Mittel 





Lebendgewicht 


Datum Hafer Wasser 


5 § | § 











I. Hafer + 1g NaCl. (Vom 9.1. bis 6. III. = 57 Tage.) 











16. I. 3280 93 93 
23. I. 3260 99 100 
30. I. 3220 99 100 
6. IL. 3140 96 100 
13. UL. 3160 89 100 
20. II. 3040 97 | 100 
27. Il. 3000 93 100 
6. HI. 2940 90 | 100 


ll. Hafer + 1g NaCl + 1g CO,Ca. 
(Vom 7. Ifl. bis 20. Ill. 1915 = 14 Tage.) 
13. Ill. 2820 81 | 100 
20. Ill. 2700 | 79 100 


Ill. Hafer -- 1 g CO,Ca. 
(Vom 21. III. bis 17. IV. 1915 = 28 Tage.) 


27. Ill. 2879 109 100 
3. IV. 2820 73 87 
10. IV. 2940 84 87 
17. IV. 2870 90 86 











IV. Hafer -++ 1 g CO,HNa. 
(Vom 18. IV. bis 22. V. 1915 = 35 Tage.) 








24, IV. 2770 69 93 

me 2840 83 107 
8. V. 2890 76 | 150 
15. V. 2830 74 | 131 
22. V. 2860 76 150 
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Tier 7. (Vom 22. I. bis 31. V. 1915 = 130 Tage.) 
EE 





























: er Verzehr pro Tag im Mittel 
atum Hafer Wasser 
g g g 
| 
I. Hafer + 1g CO,HNa -++ 1g NaCl. 
(Vom 22. I. bis 30, Ill. 1915 = 68 Tage.) 
30. I 2500 96 100 
6. I. 2610 83 100 
13. I 2740 83 100 
20. Il 2830 81 100 
27. Il 2860 74 100 
6. Il. 2940 74 100 
13. Il. 3000 81 100 
20. Il 3000 77 100 
27. Ill 3020 76 100 
30. III 3000 71 100 
I]. Hafer allein. 
(Vom 31. III. bis 9. V. 1915 = 40 Tage.) 
a. 1¥. 2940 70 75 
10. IV. 2780 64 71 
17. IV. 2520 57 63 
24. IV. 2610 67 66 
os 2380 43 66 
8. V. 2070 33 58 
Ill. Hafer + 1g CO,HNa. 
(Vom 10. bis 31. V. 1915 = 22 Tage.) 
15. V. 2180 48 68 
22. V. 2240 70 143 
29. V. 2420 80 150 
31. V. 2550 79 150 
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Mit vollem Recht schreibt Kniep in einer jiingst er- 
schienenen Arbeit, dai unsere Kenntnisse gerade von den 
fundamentalen Ernahrungsprozessen der autotrophen Meeres- 
pflanzen noch duBerst mangelhaft sind, dafi wir tiber die 
Assimilationsprodukte und Reservestoffe der meisten Meeres- 
algen noch sehr ungeniigend unterrichtet sind und bei vielen 
noch nicht sicher wissen, ob Kohlenhydrate oder anders ge- 
baute Koérper vorliegen. 

Seit mehreren Jahren habe ich eben den oben erwahnten 
Problemen eine Untersuchung gewidmet und in einem friiheren 
Aufsatz «Zur Biochemie der Meeresalgen» auch einige Ergeb- 
nisse mitteilen kénnen. Dieser Aufsatz ist aber nur als eine 
vorlaufige Mitteilung zu betrachten, und wurde infolge einer 
Unterbrechung meiner damaligen Untersuchungen veroffentlicht. 
Spater habe ich wieder Gelegenheit erhalten, die Forschungen 
auf diesem Gebiete weiter zu treiben, und beabsichtigte anbei 
die gewonnenen Resultate zusammenzustellen. 
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Unter den Meeresalgen habe ich in erster Linie meine 
Aufmerksamkeit den Fucoideen und den Florideen zugewendet 
und nur nebenbei die Chlorophyceen beriicksichtigt. Die Plank- 
tonalgen, die einer besonderen Untersuchung wert wiren, habe 
ich in meine gegenwiartigen Forschungen nicht einschliefen 
konnen. 

Bei den Untersuchungen habe ich immer Wert darauf ge- 
legt, die Probleme, soweit es méglich war, sowohl von makro- 
chemischer wie mikrochemischer Seite angreifen zu k6nnen. 

Zum Zwecke mikrochemischer Untersuchungen der Meeres- 
algen brachte ich im Sommer 1914 etwa drei Monate an der 
zoologischen Station Kristineberg zu, wo mir von der schwe- 
dischen Akademie der Wissenschaften ein Arbeitsplatz zur Ver- 
fiigung gestellt worden war, und gestatte ich mir, dieser Aka- 
demie, die meine Untersuchungen auch mehrmals finanziell 
unterstiitzt hat, meinen ergebensten Dank auszusprechen. 

Die makrochemischen Untersuchungen sind im medizinisch- 
chemischen Institut der Universitit Upsala ausgefiihrt worden, 
wo ich seit Jahren einen Arbeitsplatz gehabt habe, und schulde 
ich dafiir dem Prifekten dieses Institutes, Herrn Professor 
Dr. S.G. Hedin, grofe Dankbarkeit. Auch Herrn Professor 
Dr. C. Th. M6rner bringe ich meinen herzlichsten Dank fir all 
die Hilfe, die er mir hat zuteil werden lassen, sowie fiir das 
Interesse, mit dem er meine Untersuchungen stets verfolgt hat. 

Das Material der makrochemischen Untersuchungen stammt 
von der schwedischen Westkiiste in der Nahe der zoologischen 
Station Kristineberg her. Teils habe ich es selbst eingesammelt, 
teils ist es mir von dem Assistenten dieser Station, Herrn 
Dr. Hj. Ostergren, gesandt worden, und spreche ich ihm da- 
fiir meinen ergebensten Dank aus. 


I. Anorganische Bestandteile. 


1. Stickstoff. 


Das Meerwasser enthiélt, wie bekannt, nur auf8erordent- 
lich geringe Mengen Salpeter und doch vermégen mehrere 
Algen ihn bis zu merklicher Konzentration aufzuspeichern. So 
enthilt z. B. Codium tomentosum nach den Angaben von 
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Nathansohn (1902, S. 280) gewoéhnlich etwa 0,1°/0 NaNO, : 
der Salpetergehalt erreichte in einem Falle sogar den Wert 
von 0,3 °/o. 

Die Fihigkeit der Nitratanhiiufung ist von Nathansohn 
(a. a. QO.) mittelst der Diphenylaminreaktion bei einer Anzahl 
Meeresalgen konstatiert worden; er erwahnt folgende Arten: 
Chaetomorpha aerea, Taonia atomaria, Bryopsis penti- 
cillum, Ulva lactuca, Enteromorpha, Griffithsia opun- 
tioides, Antithamnion cruciatum, Halyseris polypodi- 
oides, Cutleria multifida, Scytosiphon lomentarius 
und Ceramium sp. Er bemerkt aber, dafi diese Algen keines- 
wegs immer die Salpeterreaktion aufweisen. Das Vorhandensein 
von Salpeter war aber nicht ausschlieblich durch die Zu- 
sammensetzung des Wassers bestimmt, da mitunter neben 
salpeterhaltigen Algen an demselben Fundorte  salpeterfreie 
Exemplare anderer Arten vorkamen, die sonst die Fiihigkeit 
der Speicherung besafen. Bei Cutleria multifida wiesen 
die Thallusspitzen, die in lebhaftem Wachstum begriffen waren, 
intensive Salpeterreaktion auf, die erwachsenen Partien zeigten 
sie dagegen nicht oder nur in ganz schwachem Mabe. Dic- 
tyota dichotoma erwies sich als stets salpeterfrei. 

Mittels der Diphenylaminprobe habe ich eine Anzahl 
Meeresalgen auf das Vorkommen von Salpeter gepriift. Die zu 
prifenden Thallusteile oder Schnitte wurden immer mit de- 
stilliertem Wasser sorgfiltig abgespiilt und dann in ein Trépfehen 
des Reagens eingelegt. Die dabei eintretende Blaufiirbung wurde 
in bezug auf ihre Starke geschitzt und mit der Blaufirbung 
verglichen, die beim ZusammenflieBen des Reagens mit einem 
Tropfen Meerwasser entsteht. 

Unter den Chlorophyceen wurden Ulva lactuca und 
Enteromorpha intestinalis gepriift. Beide Arten erwiesen 
sich als salpeterhaltig, die Reaktion war aber nicht besonders 
kriiftig. 

Unter den Fucoiden wurde eine Reihe sowohl einjahriger 
wie mehrjihriger Arten untersucht. Ectocarpus siliculosus 
gab eine schwache, aber deutliche Reaktion. Asperococcus 
bullosus, Desmarestia viridus und Spermatochnus pa- 
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radoxus gaben dagegen keine Reaktion. Es wurden jiingere 
und iltere Thallusteile von verschiedenen Fundorten gepriift, 
aber immer mit negativem Erfolg. Bei den mehrjihrigen Arten 
Ascophyllum nodosum und Fucus vesiculosus’ kann 
in den jiingeren Thallusteilen eine geringe Menge Sal- 
peter vorhanden sein; die Reaktion ist immer sehr schwach, 
und nicht selten bleibt sie aus. Altere Teile sind immer mit 
negativem Erfolg gepriift worden. Der Stamm von Lami- 
naria saccharina gibt eine schwache aber deutliche Reaktion, 
das Blatt gibt im allgemeinen auch eine Nitratreaktion aber 
schwicher als der Stamm (die Priifungen sind im August aus- 
gefiihrt worden). 

Die Florideen zeigen in bezug auf ihren Nitratgehalt sehr 
grobe Verschiedenheiten voneinander. Bei Delesseria san- 
guinea konnte kein Salpeter nachgewiesen werden, weder im 
Blatt, noch im Stamm, noch in ilteren oder jiingeren Nerven. 
Mit negativem Erfolg wurden auch Iridaea edulis, Anti- 
thamnion plumula und Odonthalia dentata gepriift. 
Spermothamnion roseolum und Polysiphonia nigres- 
cens gaben eine schwache aber deutliche Reaktion. Bei 
Chondrus crispus enthalten die alteren, abgerundeten Thallus- 
teile mehr Nitrat als die jiingeren, die nur eine schwache Reak- 
tion gaben. Ceramium rubrum und Lomentaria clavel- 
losa wiesen eine sehr kraftige Nitratreaktion auf, die jiingeren 
Teile kriiftiger als die lteren. Von diesen beiden Algen braucht 
man nur ein etwa millimeterlanges Thallusstiick in das Reagens- 
tropfchen einzulegen, um eine kraftige Blaufarbung zu bekommen. 
Kriiftige Nitratspeicherung zeigen auch Polyides rotundus 
und Furcellaria fastigiata, bei der ersteren besonders in 
den oberen Gabelzweigen, bei der letzteren im ganzen Thallus. 
Callithamnion corymbosum enthalt auch reichliche Mengen 
Nitrat. 

Ks gibt also unter den Florideen einige Arten, die eine 
grobe Fiahigkeit besitzen, Nitrat zu speichern. Diese sind 
Ceramium rubrum, Lomentaria clavellosa, Polyides 
rotundus, Furcellaria fastigiata und Callithamnion 
corymbosum. Einige andere Arten besitzen diese Fahigkeit 
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nur in geringem Mae, wahrend andere sich als salpeterfrei 
erweisen. Die Fucoideen scheinen im allgemeinen salpeterfrei 
zu sein, oder, wenn Nitrate vorhanden sind, ist dies nur in 
sehr geringen Mengen der Fall. Dies deutet darauf hin, dab 
grobe stoffwechsel-physiologische Verschiedenheiten zwischen 
den verschiedenen Algen vorkommen, die einer eingehenderen 
Untersuchung wert wiiren. Das Fehlen von Salpeter kénnte 
auf eine erschwerte Aufnahme dieses Stoffes hindeuten, kénnte 
aber auch davon bedingt sein, daB der Salpeter bei den salpeter- 
freien Algen rascher zu organischen Verbindungen verarbeitet 
wird als bei denen, die reichliche Mengen Nitrate enthalten. 

Um das Vorkommen von Ammoniumsalzen bei den Meeres- 
algen nachzuweisen, wurden Versuche in folgender Weise an- 
gestellt. In destilliertem Wasser gespiilte Thallusteile wurden 
in ein Uhrglaschen gelegt und mit verdiinnter Natronlauge 
(5°/oiger) ibergossen. Das Uhrglaschen wurde dann mit einem 
anderen bedeckt, auf welchem ein angefeuchtetes rotes Lackmus- 
papier angeklebt war. Nach 5—10 Minuten wurden die Rinder 
des Papieres blaugefairbt und nach 30—45d Minuten war das 
Papier ganz blau. Beim Trocknen wurde es wieder rot. Bei 
allen gepriiften Algen lieBen sich auf diese Weise Ammonium- 
salze nachweisen. Geprift wurden folgende Arten: Ulva 
lactuca, Enteromorpha intestinalis, Ascophyllum no- 
dosum, Fucus serratus, Laminaria saccharina, Sper- 
matochnus paradoxus, Ectocarpus siliculosus, Bangia 
fuscopurpurea, Polysiphonia nigrescens, Chondrus 
crispus und Furcellaria fastigiata. 

Da geringe Mengen von Ammoniumsalzen im Meerwasser 
vorhanden sind (vgl. Angaben von Wille, 1899, 5. 335), ist 
die Moglichkeit gegeben, daf es sich hier um eine Aufnahme 
von Ammoniak von aufen handelt. Es ist aber nicht ausge- 
schlossen, dafi der Ammoniak von den Algen durch Reduktion 
von Nitraten gebildet wird. 

2. Phosphor. 

Meines Wissens liegt keine Untersuchung vor, die sich 
mit der Frage beschiftigt, ob die Meeresalgen in ihren Geweben 
Phosphate anzuhdufen vermégen. Das Meerwasser enthialt nur 
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sehr geringe Phosphatmengen, und es fragt sich nun, ob es 
Meeresalgen gibt, die Phosphate in solchen Mengen aufspeichern, 
dal} diese sich mikrochemisch nachweisen lassen. 

Die einschlagigen Versuche wurden in folgender Weise 
angestellt. Die zu priifenden Thallusteile oder Schnitte wurden 
in destilliertem Wasser abgespiilt, in ein Trépfchen einer Lésung 
von molybdansaurem Ammon gelegt und dann einige Minuten, 
einige Stunden oder bis zum niachsten Tag bei Zimmertemperatur 
liegen gelassen. Sind Phosphate in nicht zu geringen Mengen 
vorhanden, bekommt man schon nach einigen Minuten einen 
gelben Niederschlag; sind nur geringe Menge vorhanden, er- 
hilt man erst nach einigen Stunden oder nach einem Tage 
einen Niederschlag. In mehreren Fillen wurde nach einem 
Tage noch kein Niederschlag erhalten. 

Bei Ascophyllum nodosum, Fucus serratus und 
EF. vesiculosus sind Phosphate in den jiingsten Thallusteilen 
leicht nachweisbar; man bekommt schon nach einigen Minuten 
einen reichlichen, gelben Niederschlag. Die Phosphate sind be- 
sonders in der Zone des Zuwachses, von der Spitze 5—10 mm 
nach unten, angehiuft; von dort an wird die Phosphatmenge 
immer geringer und in einer Entfernung von 15—20 mm von 
der Spitze ist sie schon so gering, daf man erst nach einigen 
Stunden oder nach einem Tage eine positive Reaktion be- 
kommt. In noch iilteren Thallusteilen lassen sich tiberhaupt 
keine Phosphate nachweisen; erst in den iltesten, stamm- 
iihnlichen Teilen sind sie wieder vorhanden und in nicht un- 
bedeutenden Mengen, hier aber in den Rindenpartien lokalisiert, 
indem sie in den zentralen Teilen des Querschnittes nur in 
sehr geringen Mengen vorkommen. 

Im Stamme von den Laminaria-Arten, L. digitata und 
L. saccharina sind die Phosphate in der Rinde und im Mark 
angehiiuft, in den zwischenliegenden Gewebepartien sind sie 
nur in geringen Mengen vorhanden. In den jiingeren Teilen 
der Khizoide und im untersten Teile des Blattes (der Zuwachs- 
zone) sind sie wieder reichlich aufgespeichert. Die dlteren 
Teile des Blattes enthalten nur geringe Phosphatmengen, haupt- 
siichlich im Mark lokalisiert. 
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Mit negativem Erfolg sind folgende Fucoideen gepriift 
worden: Asperococcus bullosus, Ectocarpus siliculosus, 
Spermatochnus paradoxus und Sphacelaria cirrhosa. 
Phosphate fehlen bei diesen wahrscheinlich nicht, sind aber 
in so geringen Mengen vorhanden, dab sie nicht mikrochemisch 
nachweisbar sind. 

Eine Reihe Chlorophyceen und Florideen sind auch gepriift 
worden, alle aber mit negativem Erfolg. Folgende Arten wurden 
gepriift: Bryopsis plumosa, Enteromorpha intestinalis, 
Ulva lactuca, Ceramium rubrum, Chondrus crispus, 
Furcellaria fastigiata, Polysiphonia nigrescens und 
Porphyra laciniata. 

Unter den Arten, bei denen sich Phosphate nicht mikro- 
chemisch nachweisen lieben, wurden einige in folgender Weise 
makrochemisch geprift. Die Algen wurden in destilliertem 
Wasser gespiilt, dann mit destilliertem Wasser unter Zusatz 
von etwas Toluol tibergossen und bis zum niichsten Tag liegen 
gelassen. Nach dem Abfiltrieren wurde das Extrakt mit Am- 
moniak schwach alkalisiert und bis zum folgenden Tag stehen 
gelassen. Der Niederschlag wurde dann abfiltriert und mit 
molybdiinsaurem Ammon auf Phosphate gepriift. Bei allen auf 
diese Weise gepriiften Algen liefi sich das Vorhandensein von 
Phosphaten leicht nachweisen. Folgende Arten wurden gepriift : 
Spermatochnus paradoxus, Enteromorpha intestinalis, 
Ulva lactuca, Ceramium rubrum, Chondrus crispus und 
Porphyra laciniata. 

Bei allen untersuchten Meeresalgen sind demnach Phos- 
phate vorhanden. Im allgemeinen sind aber die Phosphatmengen 
sehr gering und mikrochemisch nicht nachweisbar. Nur bei 
den gréberen Algen Ascophyllum, Fucus und Laminaria 
kommt eine wirkliche Anhiiufung von Phosphaten vor, und 
diese ist teils in den jiingsten im Wachsen begriffenen, teils 
in den altesten stammihnlichen Teilen lokalisiert. 


5. Jod. 


Es ist bekannt, daB die Meeresalgen, besonders die Fu- 
coideen, die Spuren von Jodverbindungen, welche im Meer- 
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wasser enthalten sind, assimilieren und konzentrieren kénnen. 
So kénnen z. B. die Laminaria-Arten L. digitata und 
L. saccharina nach den Angaben von Wille (1899, 5S. 336) 
das Jod bis zu etwa 0,6°/o des Trockengewichtes aufspeichern. 
Unbekannt ist aber noch, in welcher Weise das Jod in den 
Algen gebunden ist, ob es als Alkalisalz oder in organischer 
Bindung vorkommt. Van Itallie (1889) behauptet, er habe 
bei Fucus Alkalijodide gefunden. Nach Hundeshagen (1895, 
S. 474) soll bei den Tangen das Jod an einen albuminoiden 
Kérper (also in organischer Bindung) gebunden sein, der viel- 
leicht mit dem bei den Tieren vorkommenden Jodospongin 
identisch oder nahe verwandt sei. Dies ist aber nur eine Be- 
hauptung; den Nachweis bleibt er schuldig. Fucus vesiculosus 
und Laminaria digitata sind in bezug auf die Bindungs- 
weise des Jods von Eschle (1897) untersucht worden; er 
kam zu der Schluffolgerung, dai das Jod fast ausschlieBlich 
in organischer Verbindung vorhanden ist. 

Systematische Untersuchungen tiber die Bindungsweise 
des Jods bei den Meeresalgen habe ich nicht angestellt, nur 
einige nebenbei gemachte Beobachtungen mdgen erwiahnt 
werden, da diese mir sicher zu beweisen scheinen, dali das 
Jod in den Algen als Jodid vorkommen kann; ob daneben 
auch Jod in organischer Verbindung vorhanden ist, bleibt noch 
zu untersuchen. 

Zum Zwecke einer Untersuchung der bei den Fucoideen 
vorkommenden Zuckerarten wurde an der Luft getrocknetes, 
zerkleinertes Material mehrere Tage mittelst 50°/oigem Alkohol 
extrahiert. Das Extrakt wurde nach dem Abfiltrieren auf dem 
Wasserbade eingeengt und mit 96°/oigem Alkohol gefiillt; dies 
Verfahren wurde nach dem Abfiltrieren des Niederschlages 
noch zweimal wiederholt, wobei jedesmal zehn Volumen 
Alkohol zugesetzt wurden. Da die Alkalijodide in Alkohol 
ziemlich léslich sind, bleiben sie immerfort in Lésung. Nach 
der letzten Fillung wurde der Alkohol auf dem Wasserbade 
unter Zusatz von Wasser vertrieben. In der auf diese Weise 
erhaltenen Wasserlésung liefen sich Jodide leicht nachweisen, 
und diese Jodide miissen auch von vornherein in der Alge 














7 oo . . . ad , - 
Untersuchungen tiber die Biochemie der Meeresalgen. oto 


vorhanden gewesen sein, da es sich nicht leicht denken 1aBt, 
dafi das Jod wiihrend der oben beschriebenen Extraktions- 
und Reinigungsvorginge von irgend einer organischen Ver- 
bindung in ein Jodsalz umgewandelt worden wire. Das Vor- 
kommen von Jod in anorganischer Verbindung (.Jodide) ist 
auf diese Weise fiir Ascophyllum nodosum, Fucus ser- 
ratus, F. vesiculosus, Laminaria Cloustoni, L. digitata 
und L. saccharina nachgewiesen worden. 

In diesem Zusammenhang moéchte ich auch auf ein eigen- 
tiimliches Vorkommen von Jod bei zwei Florideen hinweisen. 

Robertson (1894, 5.172) beobachtete, dai sich das 
Papier, worauf Bonnemaisonia asparagoides gelegt worden 
war, lings den Zweigen der Alge blau farbte. Diese Erscheinung 
erklirte er auf folgende Weise. Die Alge enthiilt Jod. Beim 
Absterben der Alge tritt dieses heraus und firbt dann die im 
Papier enthaltene Stirke blau. Dieselbe Beobachtung ist auch 
von Golenkin (1894, S. 257) gemacht worden. Von ihm 
wurde aber auferdem nachgewiesen, dafi die Blaufiirbung nicht 
von dem gesamten Thallus ausging, sondern von besonderen, 
stark lichtbrechenden Zellen, die besonders die jiingeren Teile 
und die Zystokarpien bedeckten. Diese Zellen fitihren nach 
Golenkin je eine Vakuole, die Jod oder eine stiirkefiirbende 
Jodverbindung enthiilt. 

Die Angaben von Robertson und Golenkin habe ich 
in einem jiingst erschienenen Aufsatz insofern bestiitigen kénnen, 
als bei Bonnemaisonia asparagoides eine grofe Menge 
besonderer, stark lichtbrechender Zellen vorkommt, die ich 
Blasenzellen genannt habe, und die die Ausgangspunkte der 
Blaufarbung darstellen. Die Beobachtungen werden am besten 
in solcher Weise ausgefiihrt, daf ein kleines Stiickchen von 
der Alge in einen Tropfen von einer Lésung ldslicher Stiirke 
gelegt und mit einem Deckglischen bedeckt wird. Im Mikro- 
skope kann man dann sehr gut verfolgen, wie die Blasenzellen 
zerplatzen, wie der Inhalt aus den Zellen heraustritt und wie 
sich die Stirkelésung dann blau farbt. Wahrscheinlich ent- 
halten die Blasenzellen eine labile, leicht Jod abspaltende Ver- 
bindung (vgl. Molisch, 1913, S. 82). 
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Bei Spermothamnion roseolum kommen auch be- 
sondere, stark lichtbrechende Zellen vor, die irgend eime Jod- 
verbindung enthalten. Das Jod wird aber erst dann abgespalten, 
wenn die Keaktion sauer ist. Werden einige Fiiden dieser Alge 
auf einem Objekttriiger in einen Tropfen Stirkelésung gelegt, 
die mit Essigsiiure oder Salzsiiure angeséiuert worden ist, mit 
einem Deckglischen bedeckt und dann im Mikroskope_ be- 
obachtet, so findet man, dafi die Blasenzellen von einer blauen 
Kappe umgeben sind. Nur die jiingeren Blasenzellen besitzen 
die Fiihigkeit, Jod abzuspalten; von der Spitze des Fadens ab 
kann man 8—10, seltener 12—14 funktionsfiihige Blasenzellen 
heobachten (vgl. naéher Kylin, 1915). 

Uber die biologische Bedeutung dieser jodabspaltenden 
Blasenzellen ist nichts sicheres bekannt. In meinem oben an- 
gefiihrten Aufsatz habe ich indessen die Vermutung ausge- 
sprochen, da sie irgend eine Schutzeinrichtung gegen Tiere, 
besonders gegen kleine pflanzenfressende Mollusken darstellen. 


t. Calcium. 


Durch genaue Untersuchungen tiber die Anatomie der 
Laminariaceen ist Wille (1897, S. 47) zu der Ansicht gelangt, 
dal} die Interzellularsubstanz dieser Algen zum_ wesentlichen 
Teil aus Calciumpektinat besteht. Er weist darauf hin, dah 
der Kalk ein nicht unbedeutender Bestandteil der Asche ver- 
schiedener Tangarten ist, daf aber die Zellen nur geringe 
Mengen Kalksalze enthalten, und es schien ihm demnach, als 
ob der Kalk vorzugsweise an die Interzellularsubstanz ge- 
bunden ware. 

Uber einen direkten Nachweis des Calciums in der Inter- 
zellularsubstanz der Meeresalgen liegen noch keine Literatur- 
angaben vor. Ein solcher Nachweis ist aber sehr einfach. Man 
hat nur notig, einige Thallusteile oder Schnitte in einen Tropfen 
einer Lésung von oxalsaurem Ammon zu legen. Bei mikro- 
skopischer Beobachtung sieht man dann, wie die Zellwande mit 
einer reichlichen Menge kleiner Calciumoxalatkrystalle besetzt 
sind; in den Zellen findet man dagegen nur wenige oder sogar 
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keine Krystalle. [Es ist vorteilhaft, aber nicht notwendig, die 
Lésung des oxalsauren Ammons mit Essigsiiure anzusduern. 

Will man sich tiberzeugen, daB der Kalk in den Zell- 
wdinden in einer wasserunléslichen Verbindung vorliegt, so 
werden die Schnitte oder Thallusteile zum Abtoten in siedendes 
Wasser gelegt und dann bis zum nichsten Tag in destilliertem 
Wasser liegen gelassen. Die l6éslichen Calciumverbindungen 
werden dabei herausgelaugt, die unldslichen Calciumpektinate 
der Zellwande bleiben aber zuriick, und durch oxalsaures Ammon 
ist es leicht, das Vorhandensein von Calcium nachzuweisen. 

Bei den groberen Fucoideen Ascophyllum, Fucus, 
Halidrys und Laminaria kann man nicht selten sogar be- 
obachten, dafi die Calciumoxalatkrystalle sich nicht gleich- 
miéfig in den Zellwanden verteilen, sondern am reichlichsten 
in den mittleren Partien vorhanden sind. Dies steht damit im 
Zusammenhang, dali die Zellwande aus zwei verschiedenen 
Schichten zusammengesetzt sind, einer mittleren, der Inter- 
zellularsubstanz, die aus Calciumpektinaten besteht, und dann 
einer inneren, welche die Zelle begrenzt, und die hauptsichlich 
aus Zellulose besteht. Unter den zarteren Fucoideen habe ich 
nur Dictyosiphon foeniculaceus und Ectocarpus sili- 
culosus untersucht; bei beiden JieB sich Calcium in den Zell- 
winden leicht nachweisen. 

Unter den Florideen wurden Chondrus crispus, Cera- 
mium rubrum, Furcellaria fastigiata und Polysiphonia 
urceolata, und unter den Chlorophyceen Cladophora ru- 
pestris und Ulva lactuca untersucht. Bei allen konnte ich 
Calcium in den Zellwinden nachweisen. 

Dab das Calcium fiir den Aufbau der Zellwinde not- 
wendig wire, ist von Bohm (1875) behauptet worden, und 
in jingster Zeit hat sich Hansteen (1910) dieser Auffassung 
angeschlossen. Hansteen zeigte, dafi in kalkfreien Losungen 
an solchen Stellen, wo das ausgiebigste Fliichenwachstum der 
Zellwande stattfand, die Wande aufgelést und daher zerstort 
werden. Durch Untersuchungen von Molisch (1895) hat 
sich die iiberraschende Tatsache ergeben, dafi einige Algen 
(Microthamnion Kiitzingianum Naeg., Stichococcus 
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bacillaris Naeg., Ulothrix subtilis (?) Kg. und Proto- 
coceus sp.) des Kalkes vollig entbehren k6énnen, wahrend 
andere, wie Spirogyra und Vaucheria in einer sonst kom- 
pletten, aber kalkfreien Nihrlésung alsbald zugrunde gehen. 
Molisch hat auch nachgewiesen, daf niedere Pilze bei voll- 
stiindigem Ausschlusse von Kalk sich gleichfalls normal ent- 
wickeln k6Onnen. 

Dem Resultate Molischs zufolge muf man selbstver- 
stiindlich den SchluB ziehen, daB der Kalk zum Aufbau der 
Zellwiinde nicht immer notwendig ist, wie es eben Molisch 
getan hat. Dies sind aber nur Ausnahmefille und im grofen 
und ganzen ist sicher die Auffassung BoOhm’s vollkommen 
richtig. Bei den Meeresalgen spielt das Calcium, an Pektin- 
siiuren gebunden, eine hervorragende Rolle; diese Frage werde 
ich aber an einer anderen Stelle (S. 414) des niheren erortern. 


II. Organische Sauren. 


Der Zellinhalt der Assimilationsorgane der hdéheren, in 
der Luft lebenden Pflanzen hat im allgemeinen eine saure 
Reaktion. Die Algen leben aber unter ganz anderen Aufien- 
bedingungen als die hdheren Pflanzen, und es ist von vorn- 
herein wahrscheinlich, dafi dieses die Reaktion des Zellinhalts 
beeinfluSt. Was die Meeresalgen betrifft, so ist es bekannt, 
dal} das Meerwasser eine schwach alkalisch reagierende Salz- 
l6sung darstellt, und zu erwarten wiire daher, dafi der Zell- 
inhalt, wenn er nicht gerade eine alkalische Reaktion zeigte, 
doch stiirker saure Reaktionen vermiede. Einige Beobach- 
tungen iiber dieses Thema will ich hier kurz mitteilen. 

Wasserextrakte von den gréberen Fucoideen, Asco- 
phyllum, Fucus und Laminaria, habe ich mehrmals in 
bezug auf ihre Reaktion gepriift und sie immer neutral oder 
héchstens kaum merkbar sauer gefunden (Priifung mittels Lack- 
muspapier). Werden die Extrakte auf dem Wasserbade kon- 
zentriert, tritt eine schwach saure Reaktion ein, was darauf 
beruht, daf Ammoniak wiihrend des Konzentrierens aus den 
anwesenden Ammoniumsalzen entweicht. 
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Schon bei einer friiheren Gelegenheit (Kylin, 1910, 5. 178) 
habe ich darauf hingewiesen, dab Wasserextrakte von Cera- 
mium rubrum eine schwach alkalische Reaktion haben. Hier- 
fiir spricht ohne weiteres die Tatsache, daf Trippelphosphat 
aus den Wasserextrakten krystallisiert. 

Die oben besprochene Beobachtung in bezug auf Ce- 
ramium rubrum habe ich bei spiiteren Untersuchungen tiber 
diese Alge bestiitigen kinnen. Die schwach alkalische Reak- 
tion des Zellinhalts bei Ceramium rubrum ist aber eine 
Erscheinung, die unter den Florideen nicht vereinzelt dasteht, 
sondern es scheint, als ob der Zellinhalt der Rotalgen im all- 
gemeinen diese Reaktion besitze. 

Eine Untersuchung tiber die Reaktion des Zellinhalts der 
Florideen ist sehr leicht, da sie in sich selbst einen Indikator 
einschlieBen, Der Indikator ist der rote Farbstoff, das Phyko- 
erythrin. Beim Erhitzen verfiirbt sich dieses in alkalischer 
Fliissigkeit leicht ins Griine, in saurer dagegen zuerst ins Rot- 
violette und bei liingerem Kochen ins Blaue. Es ist nun eine 
bekannte Tatsache, dafi sich die Farbe der lebenden Florideen 
in siedendem Wasser ins Griine veriindert, dal} sie aber beim 
Ansiiuern ins Violette umschliigt. Diese Erscheinung erklart 
sich sehr leicht, wenn man die Farbenveradnderungen des Phyko- 
erythrins beriicksichtigt, durch die Annahme einer alkalischen 
Reaktion des Zellinhalts. Hinsichtlich der Farbenveriinderungen 
des Phykoerythrin in alkalischen und sauren F'liissigkeiten ver- 
weise ich des niiheren auf meine Arbeit, «Uber Phykoerythrin 


’ 


und Phykocyan bei Ceramium rubrum (Huds.) Ag.» S. 20% 
bis 207. 

Aus dem oben Angefihrten geht also hervor, dal freie 
organische Siuren im Zellinhalt der Fucoideen und Florideen 
nicht vorhanden sind. Dagegen k6énnen sie selbstverstiindlich 
als Salze vorkommen, und ich habe meine Aufmerksamkeit auf 
die Frage gerichtet, ob Oxalate in den Meeresalgen vorhanden 
sind oder nicht. Die Oxalsiure gibt, wie bekannt, ein in Wasser 
unlésliches Calciumsalz, und da verschiedene Calciumsalze im 
Zellinhalt der Meeresalgen wohl nie vollkommen fehlen, ist 
demnach der eventuell anwesenden Oxalsiure die Moglichkeit 
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gegeben, Calciumoxalat zu bilden. Eine grobe Anzahl Meeres- 
algen habe ich auch in bezug auf das Vorkommen von Calcium- 
oxalatkrystallen untersucht, aber immer mit negativem Erfolg. 
Schnitte oder Thallusteile wurden deshalb in einen Tropfen 
Calciumnitratlosung gelegt; niemals konnte ich aber Oxalat- 
krystalle beobachten. Mehrmals wurden die Praparate nach 
dem Zusatz der Calciumnitratlésung tiber die Nacht in Am- 
moniakdiimpfen liegen gelassen, positiver Erfolg wurde aber 
nicht erhalten. Mikrochemisch ist demnach das Vorkommen 
von Oxalaten bei diesen beiden Gruppen von Meeresalgen nicht 
nachweisbar. 

Oxalate kommen aber bei einigen von mir untersuchten 
Meeresalgen vor, sie lassen sich aber erst makrochemisch nach- 
weisen. Meine Aufmerksamkeit wurde auf diese Tatsache zu- 
erst bei Rhodymenia palmata gelenkt. Diese Alge wurde 
zum Zweck einer Untersuchung ihrer Zuckerarten mehrere 
Tage im Wasser unter Zusatz von Toluol extrahiert. Das Ex- 
trakt wurde auf dem Wasserbade eingeengt und dann mit 
Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde nach dem Abfiltrieren 
mit Wasser versetzt, es blieb aber ein Bodensatz iibrig, der 
sich nicht wieder léste. Dieser wurde mikroskopisch unter- 
sucht, und es zeigte sich, daf er unter anderem auch Calcium- 
oxalatkrystalle enthielt, die durch die Form eines Briefkouvertes 
sehr leicht zu erkennen sind. Sie waren, wie bei Calcium- 
oxalatkrystallen zu erwarten, in Essigséiure unldslich, in Salz- 
siiure dagegen leicht ldslich. Die Untersuchung wurde noch 
einmal mit demselben Kesultate wiederholt. Auber Rhody- 
menia palmata habe ich auf dieselbe Weise noch folgende 
Klorideen untersucht: Bangia fuscopurpurea, Ceramium 
rubrum, Chondrus crispus und Porphyra laciniata, und 
bei allen habe ich das Vorkommen von Oxalaten nachweisen 


konnen. 
Einige Fucoideen habe ich nach einer etwas anderen 


Methode untersucht. Eine Menge getrocknetes, zerkleinertes 
Material wurde mit 0,5°/oiger Salzsiure tibergossen und bis 
zum niichsten Tag stehen gelassen. Nach dem Abfiltrieren 
wurde das Extrakt mit Ammoniak schwach alkalisiert, der 
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Niederschlag nach einem Tage mit Essigsiiure angesiiuert und 
mikroskopisch untersucht. Das Vorkommen von Calciumoxalat- 
krystallen war leicht zu konstatieren. In dieser Weise habe 
ich Ascophyllum nodosum, Fucus serratus, F. vesicu- 
losus, Laminaria digitata und L. saccharina untersucht, 
und bei allen die Anwesenheit von Oxalaten nachweisen kénnen. 
— Sicher handelt es sich um sehr geringe Oxalatmengen, die 
in den Meeresalgen vorhanden sind. 


III. Mannit. 


Im Jahre 1844 wurde von Stenhouse nachgewiesen, 
dafi die Fucoideen Mannit enthalten. Er untersuchte folgende 
Arten: Ascophyllum nodosum, Alaria esculenta, Fucus 
serratus, F. vesiculosus, Halidrys siliquosa, Lami- 
naria digitata und L. saccharina, alle mit positivem Er- 
folg. Die Angabe Stenhouses habe ich schon bei einer friiheren 
Gelegenheit (Kylin, 1913, 5. 174) bestatigen konnen;. ich teilte 
damals auch mit, daB bei Laminaria Cloustoni und Pylaiella 
litoralis ebenfalls Mannit vorkommt. Gegenwartig kann ich 
noch drei mannithaltige Fucoideen hinzufitigen, namlich Chorda 
filum, Spermatochnus paradoxus und Sphacelaria bi- 
pinnata. Alle bisher untersuchten Fucoideen haben sich als 
mannithaltig erwiesen. 

Es ist bekannt, daf Mannit bei den Pilzen auftritt, daf 
er aber oft erst beim Trocknen gebildet wird, und zwar durch 
eine Umwandlung der Trehalose (vgl. die Angaben in Czapek, 
Biochemie der Pflanzen, zweite Auflage, Bd. 1, 5. 299). Und 
da bei meinen Untersuchungen tiber das Vorkommen von 
Mannit bei den Fucoiden getrocknetes Material benutzt wurde, 
erhebt sich die Frage, ob nicht auch bei den Braunalgen der 
Mannit erst beim Trocknen entsteht. Um diese Frage zu be- 
antworten, wurden frische, eben aus dem Meere geholte Thallus- 
teile von Laminaria digitata in siedenden Alkohol gelegt, 
eine Stunde unter RiickfluB gekocht und dann bis zum nachsten 
Tag stehen gelassen. Nach dem Abfiltrieren wurde das Extrakt 
auf dem Wasserbade stark eingeengt, mit siedendem Alkohol 
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versetzt und unmittelbar filtriert. Beim Erkalten entstanden 
Mannitkrystalle. Mannit muf demnach bei Laminaria digi- 
tata schon in den frischen Thallusteilen vorhanden gewesen 
sein. Auf dieselbe Weise und mit demselben Erfolg sind 
auch Ascophyllum nodosum und Fucus vesiculosus 
untersucht worden. 

Stenhouse berichtet auch tiber das Vorkommen von 
Mannit bei einer Floridee, Rhodymenia palmata. Diese An- 
gabe kann ich aber nur insofern bestatigen, als es gelingt, 
aus dieser Alge mannitahnliche, stiischmeckende Krystalle her- 
zustellen. Es handelt sich aber hier nicht um Mannit, sondern 
um Trehalose (vgl. naher S. 360). Mannit fehlt dagegen bei 
Rhodymenia palmata sowohl vor wie nach dem Trocknen. 
Unter den iibrigen Florideen habe ich in bezug auf das Vor- 
kommen von Mannit folgende Arten untersucht: Ceramium 
rubrum, Chondrus crispus, Furcellaria fastigiata und 
Porphyra laciniata. Bei keiner dieser Arten lief sich 
Mannit nachweisen. 

In Ulva latissima (U. lactuca) konnte Stenhouse keinen 
Mannit auffinden. Diese Chlorophycee habe ich auch geprift, 
Mannit war aber nicht vorhanden; in Enteromorpha intesti- 
nalis fehlt Mannit ebenfalls. 

Aus 1000 g trockner Laminaria saccharina erhielt 
Stenhouse 121,5 g Mannit. Diese Alge soll demnach 12,15 °/o 
Mannit enthalten. Es ist aber zu bemerken, dafi die Ausbeute 
sicher nicht reinen Mannit darstellte, sondern ohne Zweifel mit 
einer nicht unbedeutenden Menge Salze_ veruneinigt war. 
Die Angabe 12,15°/o ist also zu hoch. Die Mannitmenge der 
Laminaria digitata schitzt Stenhouse als kaum halb so 
groh wie die der L. saccharina; die Menge bei Halidrys 
siliquosa belaufe sich auf 5—6°/o und die bei Fucus vesi- 
eculosus auf 1—2°/o. F. serratus soll etwas weniger Mannit 
als Laminaria digitata enthalten. 

Die Angaben der Mannitmengen der Fucoideen sind dem- 
nach sehr unsicher, und um diesen Mangel einigermafen ab- 
zuhelfen, habe ich Versuche gemacht, den Mannit bei drei 
Fucoideen quantitativ zu bestimmen. Die Untersuchung ist in 
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folgender Weise bewerkstelligt worden. 25 g an der Luft ge- 
trocknetes, zerkleinertes Material wurden mit 750 cem Wasser 
iibergossen, eine Stunde in siedendem Wasserbade gekocht 
und bis zum niichsten Tag stehen gelassen. Das Extrakt wurde 
dann durch ein Seidentuch abfiltriert, das Material wieder mit 
500 ccm Wasser versetzt, eine Stunde gekocht, bis zum niichsten 
Tag stehen gelassen, dann abfiltriert und gut ausgewaschen. 
Die vereinigten Wasserextrakte wurden bis auf etwa 100 ecm 
konzentriert, mit 400 ccm Alkohol gefiillt, heif abfiltriert und 
mit warmem Alkohol ausgewaschen. Dies Verfahren wurde 
noch einmal wiederholt, nur mit dem Unterschied, dafi die 
Konzentration bis auf etwa 25 ccm getrieben, und diese Lésung 
dann mit zehn Volumen warmen Alkohols gefiillt wurde. Alle 
amorphen Kohlenhydrate lassen sich aber nicht auf diese Weise 
entfernen, geringe Mengen Laminarin bleiben immer _ iibrig. 
Um diese zu entfernen, wurde das Filtrat von der letzten Al- 
koholfallung stark konzentriert (bis auf etwa 30 ccm) mit 
Schwefelséure bis 5°/o versetzt und 4 Stunden in siedendem 
Wasserbade gekocht, um das Laminarin vollstiindig zu hydro- 
lysieren. Die Schwefelsiéiure wurde dann mit NaOH neutrali- 
siert, die Lésung stark konzentriert, mit dem zehnfachen Vo- 
lumen warmen Alkohols versetzt, heif abfiltriert und mit warmem 
Alkohol gut nachgewaschen. Das Filtrat wurde dann zum Zweck 
des Auskrystallisierens des Mannits mehrere Tage im Kis- 
schrank stehen gelassen. Der Mannit wurde abfiitriert und 
vetrocknet, das Filtrat aber, um die noch vorhandenen Mannit- 
mengen zum Auskrystallisieren zu bringen, noch einmal auf 
die oben beschriebene Weise behandelt. Die vereinigten Mannit- 
mengen wurden bei -+- 110° getrocknet und gewogen. Um die 
Verunreinigung von Salzen zu bestimmen, wurde die Mannit- 
menge vorsichtig zum Verkohlen gebracht, mit Wasser aus- 
gelaugt, abfiltriert und gut gewaschen. Das Filtrat wurde dann 
zur Trockenheit verdampft, und nach dem Vertreiben alles 
Wassers gewogen. Der Unterschied dieser beiden Bestimmungen 
wird von dem reinen Mannit reprasentiert. Die Resultate der 
quantitativen Mannitbestimmung sind in der Tabelle 1 wieder- 


gegeben. 
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Tabelle 1. 
Quantitative Mannitbestimmung. 
eines — | “yr 
| Trocken- | Menge Menge Menge | Mannit in 
gewicht = yan: ” | of des 
des meprne Salz | Mannit |. via 
!Materials Und Salz) ~~ | Trocken- 
g g @ g | gewichts 
Ascophyllum nodosum 21,85 1,233 | 0,113 | 1,120 | 5,2 
Fucus serratus ... 22,08 1,725 0301 1,424 | 6,5 
Laminaria digitata . . 22,10 1,793 | 0,299 | 1,494 | 6,8 


Es ist indessen nicht mdglich, allen Mannit aus den 
Alkoholl6sungen zum Auskrystallisieren zu bringen und die 
obigen Angaben wiren demnach etwas zu klein. Dies wird 
aber andererseits dadurch kompensiert, dai sich wohl kaum 
alle fremden organischen Stoffe entfernen lassen. Ich halte 
den ersteren Fehler fiir gré8er als den letzteren und die An- 
gaben wiiren demnach immer als etwas zu klein zu betrachten. 
Die Angaben gelten tibrigens fiir die im August eingesammelten 
Algen. Wahrscheinlich variieren die Mannitmengen mit den 
Jahreszeiten: vgl. das Laminarin 8. 399. 

Die Angabe Stenhouse, dafi Laminaria saccharina 
doppelt so viel Mannit enthilt als L. digitata, ist meiner Er- 
fahrung gemiif} nicht richtig. Ich halte es fiir wahrscheinlicher, 
dab diese beiden Laminaria-Arten approximativ gleiche Mengen 
Mannit enthalten. Halidrys siliquosa und Chorda filum 
enthalten grobe Mengen Mannit, etwa wie die Laminaria- 
Arten, Halidrys wahrscheinlich sogar mehr. Fucus vesi- 
culosus steht in bezug auf die Mannitmenge Ascophyllum 


am niichsten. 


IV. Die Zuckerarten der Florideen. 


Tihomirow (1910) gibt an, daf die Florideen Chondrus 
erispus und Gigartina mamillosa einfache Zuckerarten 
enthalten. Zum Zweck des Nachweises behandelte er Thallus- 
teile dieser Algen mit essigsaurem Phenylhydrazin in genauem 
AnschluB an eine Methode von Senft. Die Praparate wurden 
bei Zimmertemperatur liegen gelassen und nach etwa einem 
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Monate erschienen die gelben Sphérokrystalle des Phenylosazons, 
die die Anwesenheit einfacher Zuckerarten beweisen wiirden. 
Dies ist in der Literatur die einzige Angabe iiber einfache 
Zuckerarten bei den Florideen, aus Griinden, die ich unten 
anfiihren werde, scheint mir aber der Beweis nicht vollkommen 
einwandfrei zu sein. 

Nach Kolkwitz (1900, 5.54) bekommt man beim Kochen 
der Thallusteile der Florideen in Fehlings Fliissigkeit keinen 
Niederschlag von Kupferoxydul, und dies wiirde die Abwesenheit 
reduzierender Zuckerarten beweisen. Die Richtigkeit dieser 
Angabe von Kolkwitz kann ich bestiitigen. Mehrmals habe 
ich verschiedene Florideen mit Fehlings Fliissigkeit gepritift, 
aber keine reduzierenden Stoffe finden kénnen. Nur eine stellt 
eine Ausnahme dar, namlich Furcellaria fastigiata, bei 
welcher eine Art Gerbsiiure vorhanden ist (vgl. niher Kylin, 
1912, 5. 409). 

Durch die vonSenft ausgedachte Phenylhydrazinmethode 
habe ich mikrochemisch eine Reihe verschiedener Florideen auf 
das Vorkommen von Zuckerarten gepriift. Von jeder Art wurden 
drei Priiparate angesetzt, das eine wurde drei Tage bei Zimmer- 
temperatur aufbewahrt, dus zweite wurde eine halbe Stunde 
und das dritte zwei Stunden im Wirmeschrank auf 100° er- 
hitzt. In keinem Falle wurden aber Phenylosazonkrystalle 
erhalten. Dieser Erfolg schliebt das Vorkommen von Monosac- 
chariden oder leichter hydrolysierbaren Disacchariden (besonders 
Rohrzucker) aus. Die ersteren hitten schon in der Kalte Osazon- 
krystalle bilden miissen, die letzteren wiiren wenigstens nach 
zweistiindigem Erhitzen hydrolysiert worden und hitten dann 
Osazonkrvstalle ergeben. Die in der Kiilte aufbewahrten Priipa- 
rate habe ich, wie oben gesagt worden ist, drei Tage liegen 
lassen. Die Zeit bis zu einem Monat auszudehnen, wie Thiho- 
mirow getan hat, scheint mir unzweckmihig, da es nicht ausge- 
schlossen ist, dali wiihrend einer so langen Zeit Monosaccharide 
aus Polysacchariden irgend einer Art entstehen konnen, und da 
es mir scheint, als ob man nicht von mikrochemisch nachweis- 
baren Mengen von Monosacchariden sprechen kann, wenn nach 


drei Tagen in der Kiilte keine Osazonkrystalle entstanden sind. 
24 
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Aus dem oben angefiihrten geht demnach hervor, daB 
Monosaccharide und unter den Disacchariden wenig- 
stens Rohrzucker sich mikrochemisch bei den Flor- 
ideen nicht nachweisen lassen. Dies schlieSt immerhin 
nicht aus, dafi diese Zuckerarten in so geringen Mengen vor- 
handen sind, daf} man sie erst makrochemisch nachweisen kann. 

Die makrochemische Untersuchung tiber die Zuckerarten 
der Florideen habe ich auf folgende Weise bewerkstelligt. Die 
frischen, eben aus dem Meere geholten Algen wurden mit 
destilliertem Wasser iibergossen und dann zehn Tage bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen, als Antiseptikum wurde 
Toluol zugesetzt. Die Algenmenge wurde in keinem Falle néher 
bestimmt, tiberstieg aber nicht etwa 70 g Trockengewicht. 
Nach dem Abfiltrieren wurde das Extrakt auf dem Wasser- 
bade konzentriert und mit etwa vier Volumen Alkoho! gefaillt, 
die Alkoholl6sung wurde noch einmal konzentriert und nun 
mit acht Volumen Alkohol gefallt. Nachdem die amorphen, 
aus Zellwandschleim bestehenden Polysaccharide auf diese 
Weise entfernt worden waren, wurde das Filtrat unter Zusatz 
von Wasser konzentriert, bis der Alkohol vollkommen ver- 
trieben worden war. Die etwas gelbbraun gefiirbte Losung 
wurde schlieBlich mit Tierkohle gereinigt. 

Die auf die oben beschriebene Weise erhaltene Losung 
enthilt diejenigen Mono- und Disaccharide, die in den Algen- 
zellen vorhanden sind. Um die Natur dieser Zuckerarten zu 
bestimmen, wurde die Lésung folgendermafen untersucht. Die 
optische Drehung wurde bestimmt und auf ihre Eigenschaft, 
die Fehlingsche Fliissigkeit primir zu reduzieren, gepriift, 
da aber das Reduktionsvermégen sich als sehr gering erwies, 
konnte es nicht quantitativ bestimmt werden. Eine Portion 
der Lésung wurde mit essigsaurem Phenylhydrazin versetzt 
und dann im siedenden Wasserbade gekocht. Nach */4 Stunden 
wurde nachgesehen, ob sich ein Niederschlag von Osazon ge- 
bildet hatte, da aber dies nie der Fall war, wurde die Losung 
noch */s Stunden gekocht und dann zum Abkihlen bei Zimmer- 
temperatur hingestellt. Erst nach dem Erkalten wurde eine 
geringe Menge Osazonkrystalle erhalten. Die Loésung wurde 
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auch mit Resorcinsalzséiure gekocht (Seliwanoffs Probe), in 
keinem Falle wurde aber eine so betriichtliche Rotfairbung er- 
halten, daf sie auf die Gegenwart von Liivulose hindeuten kénnte. 
Um die Loésung zu invertieren, wurde ein genau abgemessenes 
Volumen mit Schwefelsiure bis zu 5°/o versetzt und zwei 
Stunden im siedenden Wasserbade gekocht. Nach der Inver- 
tierung wurde soviel Wasser zugesetzt, dafi das Volumen genau 
dasjenige wurde, welches zur Invertierung abgemessen worden 
war. Die invertierte Loésung wurde dann in bezug auf ihr 
Drehungsvermogen und ihre Reduktionsfihigkeit untersucht. 
Da sich die LOsung wihrend der Invertierung braun verfirbte, 
war es nicht mdglich, das Drehungsvermogen mit grOferer 
Genauigkeit zu bestimmen. Fir die Bestimmung wurde eine 
1 dm-Roéhre benutzt. Die abgelesenen Rotationswinkel sind 
in der Tabelle 2 verdoppelt worden, um sie leichter mit denen 
der nicht invertierten L6ésung vergleichbar zu machen, die 
mittelst einer 2 dm-Rohre bestimmt wurden. Die Reduktions- 
fahigkeit wurde durch Titrierung nach Fehling bestimmt. Die 
Resultate sind in der Tabelle 2 zusammengestellt worden. 


Tabelle 2. 


Die Zuckerarten der Florideen. 


























Menge Vor Nach 
der der Invertierung der Invertierung 
.* __| Reduktions- , __|Reduktions- 
L6- |Drehungs-|“fihigkeit [ULChUNES-|fanigkeit 
sung [Vermogen als Dextrose] VerInoyven als Dextrose 
© Tin 2 dm-| berechnet [in 2 qdm-| berechnet 
ccm Rohre | %lo Réhre | lo 
ner eeact ak ; ' 
Bangia fuscopurpurea 35 | -- 1,25°| Spuren | -+- 0,5° 0,30 
Ceramium rubrum . . | 100 | — 0,859 Spuren | — 0,3° | Of 
Chondrus crispus . . 34 | + 4,20°) Spuren | + 1,49 | 0,98 
Porphyra laciniata . . 3) 3,95°, Spuren | +- 13° | 0,94 
I i | 
Rhodymenia palmata. | 100 [++ 17,95° O1 | + 63° | 3,87 


In bezug auf Tabelle 2 méchte ich nun zuerst hervor- 
heben, dafi die zu untersuchenden Lésungen sich in allen 
Fallen als schwach reduzierend erwiesen. Wird dies mit der 


schon oben angefiihrten Tatsache zusammengestellt, dal} Osazon- 
24 
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krystalle immer erhalten wurden, wenn auch erst nach dem 
Erkalten der LOsungen und in sehr geringen Mengen, so wird 
durch diese beiden Fakta der Beweis erbracht, daf die unter- 
suchten Florideen einfache Zuckerarten enthalten, 
dafi} diese aber nur in iuberst geringen Mengen vorhanden 
sind. Nun erhebt sich aber die Frage, ob ein Gemisch von 
Dextrose und Livulose, oder ob nur eine dieser Zuckerarten 
vorliegt. Dextrose und Liivulose von einander zu unterscheiden, 
wenn sie gleichzeitig in einer L6sung vorkommen, ist indessen 
eine schwierige Aufgabe, und besonders, wenn sie, wie im 
hier vorliegenden Falle, nur in sehr geringen Mengen vorhanden 
sein kénnen. Ich will aber darauf hinweisen, dah die Gegen- 
wart von Liivulose sich durch die Seliwanoffsche Probe 
nicht hat bestatigen lassen, und es liegt daher am niichsten, 
zu behaupten, dali diese Zuckerart bei den Florideen fehlt, und 
also nur die Gegenwart von Dextrose anzuerkennen. 
Der negative Erfolg der Seliwanoffschen Probe gestattet 
auch die Behauptung, daf Rohrzucker bei den Florideen fehlt. 
Diese Zuckerart ist, wie bekannt, aus Dextrose und Liivulose 
aufgebaut und gibt bei der Priifung mit der Seliwanoffschen 
Probe ihrem Gehait an Liivulose zufolge eine kriftige Rotfiirbung. 

Nun gibt es aber eine reduzierende Zuckerart, die nach 
zweistiindigem Kochen und darauf folgendem Erkalten Osazon- 
krystalle gibt. Dies ist Maltose, und die oben als Beweise fiir 
die Gegenwart von Dextrose angefiihrten Tatsachen k6nnten 
also auch mit dem Vorkommen von Maltose im Einklang stehen. 
Die geringe Ausbeute an Osazon zeigt indessen, dah diese 
Zuckerart, wenn sie wirklich vorhanden ist, nur in sehr ge- 
ringen Mengen vorliegen kann. Es gilt demnach, noch einen 
Beweis zu liefern, welcher die Gegenwart von Dextrose un- 
zweideutig beweisen kann, und diesen erbringe ich unter 
Hinweis auf folzende Versuchsanordnung. Die mit essigsaurem 
Phenylhydrazin versetzte L6sung wurde drei Viertelstunden 
in siedendem Wasserbade gekocht und dann bei Zimmer- 
temperatur zum Erkalten stehen gelassen. Vor dem Erkalten 
gab es in der Lésung keine Osazonkrystalle, solche bildeten 
sich aber in geringen Mengen wiihrend des Erkaltens. In 
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diesen Fallen koénnen keine Maltoseosazonkrystalle mitspielen, 
da sie nach einem Kochen von so kurzer Dauer nicht ge- 
bildet werden. Es ist demnach erwiesen, dali die unter- 
suchten Florideen Spuren von Dextrose enthalten; ob 
daneben auch Spuren von Maltose vorhanden sind, 
muf dahingestellt werden; so viel geht aber aus dem 
oben Angefiihrten hervor, dafi Maltose in nachweis- 
baren Mengen nicht vorkommt. 

Man kénnte nun den Einwurf machen, dal die unter- 
suchten Lésungen freilich Spuren von Dextrose enthalten, daf 
sich aber diese Spuren wihrend der Reinigung der Extrakte 
gebildet haben und demnach nicht in den lebenden Florideen 
vorhanden wiiren. Die Wasserextrakte haben eine sehr schwach 
alkalische Reaktion (vgl. S. 349), wihrend des Konzentrierens 
wird aber die Reaktion schwach sauer, was darauf beruht, 
dali Ammoniak aus den vorhandenen Ammoniumsalzen ent- 
weicht. Die saure Reaktion ist aber so unbedeutend, dafi man 
bei vorsichtigem Konzentrieren auf dem Wasserbade nur an 
eine unbedeutende Spaltung von Rohrzucker zu denken hat. 
Nun ist aber diese Zuckerart nicht vorhanden, und es scheint 
mir deshalb vollkommen sicher, dafBi die in den Lésungen 
nachgewiesenen Spuren von Dextrose auch in den 
Algen priformiert sind. 

Werden die Angaben iiber das Drehungsvermégen und 
die Reduktionsfahigkeit vor und nach der Hydrolyse miteinander 
verglichen, so finden wir, daf die untersuchten Arten sich in 
zwei Gruppen verteilen. In der einen steht Ceramium rubrum 
vereinzelt da, die andere schlieft die iibrigen vier Arten ein. 
Uber GCeramium kann ich nichts weiteres mitteilen, als was 
aus den Ziffern der Tabelle hervorgeht. In bezug auf die 
anderen Arten will ich darauf hinweisen, dafi das Drehungs- 
vermogen der Losungen sich wihrend der Hydrolyse stark 
verminderte, wahrend die Reduktionsfiihigkeit bedeutend zu- 
nahm und auferdem darauf, dai vor der Hydrolyse nur eine 
sehr unbedeutende Menge Osazonkrystalle zu erhalten waren. 
Diese Tatsachen stehen am besten mit der Annahme im Ein- 
klang, dafi die vier Rotalgen Bangia fuscopurpurea, Chon- 
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drus crispus, Porphyra laciniata und Rhodymenia pal- 
mata “Trehalose enthalten. Trehalose ist ein stark recht- 
drehendes, primar nicht reduzierendes Disaccharid, welches 
kein Osazon gibt. 

Um aber die Annahme, dafi Trehalose bei einigen Flo- 
rideen vorkommt, besser sicherzustellen, wurden noch einige 
Versuche gemacht. Etwa 70 g an der Luft getrocknetes Material 
von Khodymenia palmata wurde mit Wasser extrahiert 
und das Extrakt in der schon oben beschriebenen Weise ge- 
reinigt. Die schlieBlich mit Tierkohle abgefirbte Lésung betrug 
105 ccm und zeigte in 2 dm-Rodhre eine Rechtdrehung von 
30,1°. Diese LOsung, die stark sufi schmeckte, wurde zum Sirup 
konzentriert und dann in den Exsikkator tiber Schwefelsaure 
hineingestellt. Nach einer Woche war der Sirup zu einem 
Krystallbrei erstarrt, der aus langen, prismatischen Krystallen 
bestand. Der Krystallbrei wurde mit Alkohol ausgeriihrt, ab- 
filtriert, mit Alkohol nachgewaschen, auf der Nutsche gut ab- 
gezogen und dann im Exsikkator getrocknet. Auf diese Weise 
wurde etwa 6,2 g Substanz erhalten. Die Versuche, diese 
Substanz durch Umkrystallisieren aus Alkohol weiter zu _ rei- 
nigen, scheiterten; sie wurde deshalb wieder in Wasser gelost, 
die LOsung konzentriert und in den Exsikkator zum Krystalli- 
sieren hineingesetzt. Der Krystallbrei wurde in der oben be- 
schriebenen Weise behandelt und getrocknet. Es wurden jetzt 
nur 2,9 g Substanz wieder erhalten, die 5,7°/o Asche enthielt; 
0.2637 g gaben 0,0151 g Asche. Um die spezifische Drehung 
zu bestimmen, wurden 1,153 g (aschenfrei berechnet) in Wasser 
gelist; Losung 50 cem; Drehung nach einem Tage -+- 7,39° 
in 2 dm-Rohre. Die aus diesen Angaben berechnete spezifische 
Drehung betriigt +- 160°, und dieser Wert stimmt ja ziemlich 
gut mit den Angaben der spezifischen Drehung der Trehalose 
liberein, die zwischen +- 167 und 178,3 schwanken. Die L6- 
sung reduzierte die Fehlingsche Fliissigkeit kaum merkbar; 
sie gab keine Osazonkrystalle. Nach dem Hydrolysieren (5°/oige 
Schwefelsiiure, 4 Stunden) war die optische Drehung -+- 2,50 
in 2 dm-Roéhre gemessen, was einer 2,37°/oigen Dextroseldsung 
entspricht. Die primiére Lésung enthielt 2,31°/o Substanz 
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(Trehalose) und war diese also beim Hydrolysieren in Dextrose 
umgewandelt worden. 

Durch die oben angefiihrten Tatsachen ist voll- 
kommen sicher bewiesen, dai Trehalose bei Rhody- 
menia palmata vorkommt. Die Trehalosemenge scheint 
auch nicht unbedeutend zu sein, wahrscheinlich etwa 10°/o 
des Trockengewichtes. Ich verweise auf die Angabe, dal} ich 
aus etwa 70 g an der Luft getrockneten Materials 105 ccm 
Zuckerlésung erhielt, die in 2 dm-Réhre eine Drehung von 
-+- 30,1° zeigte, was einer etwa 8,5°/oigen Trehaloseldsung 
entspricht und auf die Angabe, daf das erste Auskrystallisieren 
eine Ausbeute von etwa 6,2 g gab, welche Angaben freilich 
keine sichere quantitative Berechnung, wohl aber eine approxi- 
mative Schitzung gestatten. 

Auch mit Chondrus crispus sind die Versuche, Treha- 
lose nachzuweisen, wiederholt worden. 70 g an der Luft ge- 
trocknetes Material wurde mit Wasser extrahiert und das 
Extrakt in iihnlicher Weise wie bei Rhodymenia palmata 
gereinigt. Die gereinigte Losung betrug 60 ccm; optische Dre- 
hung in 2 dm-Rodhre vor der Hydrolyse -+ 6,2°, nach der 
Hydrolyse (5°/oige Schwefelsiiure, 4 Stunden) -+- 2,1; Loésung 
primér sehr schwach, sekundar stark reduzierend. Diese An- 
gaben stimmen mit denen in der Tabelle 2 tiberein und unter 
Hinweis darauf, dafi das Vorkommen von Trehalose bei Rho- 
dymenia sicher bewiesen ist, bestiitigen sie die Annahme, 
dafi diese Zuckerart auch bei Chondrus crispus vorhanden 
ist. Die Menge ist aber bei Chondrus crispus bedeutend 
geringer als bei Rhodymenia palmata. 

Eine geringe Menge getrocknetes Material von Porphyra 
laciniata wurde in derselben Weise wie Chondrus crispus 
untersucht und die dabei erhaltenen Ergebnisse bestiitigten 
die Angaben, die schon in der Tabelle 2 gemacht sind. Die 
Versuche mit Bangia fuscopurpurea zu wiederholen, habe 
ich keine Gelegenheit gehabt, diejenigen aber mit Ceramium 
rubrum sind wiederholt worden, wodurch die Angaben in 
der Tabelle 2 sich bestatigen lieben und also sicher bewiesen 
wurde, dafi Trehalose bei dieser Alge fehlt. 
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Die oben gegebene Auseinandersetzung liber die Zucker- 
arten der Florideen lift sich folgenderweise zusammenfassen. 
Unter den Monosacchariden sind Spuren von Dextrose 
vorhanden, Livulose fehlt dagegen. Unter den Di- 
sacchariden fehlt Rohrzucker; Maltose fehlt ebenfalls 
oder es sind nur nicht sicher nachweisbare Mengen 
vorhanden; bei vier unter fiinf untersuchten Arten 
kommt Trehalose vor, als trehalosehaltig haben sich Ban- 
gia fuscopurpurea, Chondrus crispus, Porphyra la- 
ciniata und Rhodymenia palmata erwiesen; bei der letzten 
ist die Trehalosemenge etwa 10°/o des Trockengewichtes; 
Trehalose fehlt bei Ceramium rubrum. 

Der Beobachtung, da’ einfache Zuckerarten (Dextrose), 
wenn auch in sehr geringen Mengen, in den Florideen vor- 
handen sind, muf man meiner Meinung nach eine grole 
theoretische Bedeutung zuerkennen, wenn es gilt, die Assimi- 
lationsvorgiinge dieser Algen naher zu erOrtern, oder die Frage 
zu beantworten, welche Stoffe bei der Assimilation der Hot- 
algen in erster Linie gebildet werden. Bei den hdheren (griinen) 
Pflanzen wird nach den grundlegenden Untersuchungen von 
Schimper (1885) durch die Assimilation immer Glykose 
(= einfache Zuckerarten) gebildet. Er faBt das Hauptresultat 
seiner Untersuchungen in folgender Weise zusammen (a. a. O., 
S. 787): «Wir diirfen aus diesen Erscheinungen mit grofter 
Wahrscheinlichkeit schlieBen, daf} tiberall im Assimilations- 
prozel} Glykose gebildet wird und daf die Stirke aus dieser 
Glykose entsteht, wenn die Menge derselben in der Zelle ein be- 
stimmtes, je nach der Art ungleiches Maximum Utberschreitet». 

Wie bekannt, spricht man in der Pflanzenphysiologie von 
solchen Pflanzen, die «Starkeblatter>, und von solchen, die 
Zuckerbliitter> besitzen, und versteht unter diesen Ausdricken, 
dai sich die durch den Assimilationsprozeh primir gebildete 
Glykose bei einigen Pflanzen sehr rasch in Starke umsetzt, 
sich dagegen bei anderen nur in geringen Mengen oder iber- 
haupt garnicht zu Starke kondensiert. Im ersteren Falle spricht 
man von «Stirkeblittern», im letzteren von «Zuckerblattern>. 
In den «Stirkebliittern» sind Zuckerarten nur in geringen 
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Mengen vorhanden, in den «Zuckerblittern» werden sie da- 
gegen nicht unbetrichtlich angehiiuft. Hinsichtlich der Detail- 
angaben verweise ich auf die pflanzenphysiologischen Hand- 
biicher. 

Bei den Florideen ist Stiirke vorhanden und zwar eine 
besondere Modifikation, die Florideenstiirke genannt worden ist, 
ich beabsichtige aber hier nicht, dieses Thema niiher zu er- 
Ortern, sondern verweise auf meinen friiheren Aufsatz «Zur 
Biochemie der Meeresalgen»; die blofe Tatsache, dab Stiirke 
vorhanden ist, ist in diesem Zusammenhang hinreichend. 

Haben wir also die beiden Tatsachen vor Augen, dab 
Starke bei den Florideen vorkommt, einfache Zuckerarten aber 
nur in kaum nachweisbaren Mengen, so liegt es sehr nahe, 
die Assimilationsvorgiinge dieser Algen mit denen der «Stiirke- 
blitter» zu vergleichen, d. h. in beiden Fiillen sind einfache 
Zuckerarten als das Assimilationsprodukt zu bezeichnen, diese 
werden aber nie angehiiuft, sondern schnell zu Stirke kon- 
densiert, die einen Reservestoff darstellt. Primar werden 
also bei den Florideen in aihnlicher Weise wie bei den 
héheren Pflanzen durch den Assimilationsprozef ein- 
fache Zuckerarten gebildet, im Verlauf der weiteren be- 
arbeitung dieser Zuckerarten sind aber die Florideen am niichsten 
den «Stiarkeblattern» vergleichbar. Es bestehen immerhin 
Unterschiede, indem von den Florideen und von den «Stirke- 
blittern» verschiedene Stirkemodifikationen gebildet werden. 
Hierzu kommt noch, dafs bei den Florideen die primiir ge- 
bildete Dextrose sich nicht nur zu Stirke, sondern in einigen 
Fiillen auch zu Trehalose kondensiert. Die Trehalose ent- 
spricht dann den Disacchariden Rohrzucker und Maltose, die 
in den «Starkeblittern» auftreten kénnen. 


V. Die Zuckerarten der Fucoideen. 


Werden Schnitte oder Thallusteile von Fucoideen in 
Fehlings Fliissigkeit gekocht, erhalt man immer einen reich- 
lichen Niederschlag von Kupferoxydul. Reduzierende Stoffe 
sind demnach vorhanden und es koénnte ja sein, daf unter 
diesen Stoffen auch Zuckerarten wiren. Ein reduzierender 
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Stoff, der in den Fucoideen immer vorzukommen scheint, ist 
aber das Fukosan, welches einen mit den Gerbstoffen ver- 
wandten Stoff darstellt (vgl. naéher Kylin, 1912 und 1914), 
und man kann also aus der Tatsache, dafi Schnitte, Thallus- 
teile oder Extrakte aus Fucoideen die Fehlingsche Fliissig- 
keit reduzieren, keine Schliisse in bezug auf das Vorkommen 
reduzierender Zuckerarten bei diesen Algen ziehen. 

Tihomirow (1910) behauptet, die Gegenwart von ein- 
fachen Zuckerarten bei mehreren Fucoideen nachgewiesen zu 
haben. Er behandelte Schnitte mit essigsaurem Phenylhydrazin 
nach der Methode von Senft und erhielt in den Zellen einen 
gelbbraunen Niederschlag, der aus Sphiirokrystallen von Phenyl- 
osazon bestehen sollte und das Vorkommen von einfachen 
Zuckerarten beweisen wiirde. Die Praéparate wurden bei Zimmer- 
temperatur liegen gelassen und der Niederschlag trat erst nach 
einer bis zwei Wochen auf. In diesem Zusammenhang will 
ich aber die Bemerkung wiederholen, die ich schon hinsichtlich 
des mikrochemischen Nachweises des Zuckers bei den Flo- 
rideen gemacht habe, niamlich dafB es mir unzweckmiibig 
scheint, die Versuchszeit so lange auszudehnen, da es nicht 
ausgeschlossen ist, dali wiihrend derselben Monosaccharide 
aus Polysacchariden irgend einer Art entstehen kOnnen 
(vgl. S. 359). 

In iihnlicher Weise wie bei den Florideen habe ich durch 
die Phenylhydrazinmethode von Senft eine Reihe verschiedener 
Fucoideen auf das Vorkommen von Zuckerarten gepriift. Von 
jeder Art wurden also drei Priparate angesetzt, das eine wurde 
drei Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt, das zweite wurde 
eine halbe Stunde und das dritte zwei Stunden im Wiarme- 
schrank auf 100° erhitzt. In keinem Falle wurden aber die 
gelben Krystallnadeln des Phenylglykosazons erhalten, wohl 
aber bisweilen gelbbraune spharokrystallahnliche Gebilde, die 
moglicherweise als Sphirokrystalle aus Glykosazon zu deuten 
sind (vgl. Kylin, 1914, 8.175). Diese Gebilde treten aber 
nur spiirlich auf und fehlen im allgemeinen vollkommen. 

Als SchluBfolgerung der oben angefiihrten Versuche er- 
gibt sich, daB Monosaccharide und unter den Di- 
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sacchariden der Rohrzucker in erwiihnenswerten 
Mengen bei den Fucoideen nicht vorhanden sind; in 
geringen Mengen sind sie méglicherweise vorhanden, 
mikrochemisch Jat sich dies aber kaum sicher nach- 
weisen (vgl. die Auseinandersetzung, die hinsichtlich des mikro- 
chemischen Nachweises der Zuckerarten bei den Florideen 
auf S. 356 gegeben wurde). 

Die Untersuchung tiber das Vorkommen von Zuckerarten 
mufi man also auf makrochemische Weise weiter treiben, und 
schon in meinem friiheren Aufsatz «Zur Biochemie der Meeres- 
algen» habe ich durch makrochemische Untersuchungsmethoden 
feststellen kOnnen, dafi geringe Mengen einfacher Zuckerarten 
bei den Fucoideen wirklich vorhanden sind. Spiter habe ich 
die Untersuchung wiederholt und auch einigermafen ergiinzt, 
und ich méchte hier dariiber etwas mitteilen. 

An der Luft getrocknetes, zerkleinertes Material wurde 
drei Tage in 50°/oigem Alkohol extrahiert (etwa 400 cem auf 
100 g Material), dann abfiltriert und wieder drei Tage in Alkohol 
von derselben Stiirke extrahiert. Die vereinigten Extrakte 
wurden auf dem Wasserbade konzentriert und mit vier Volumen 
Alkohol gefallt. Das Filtrat wurde nach dem Abfiltrieren des 
Niederschlages wieder stark konzentriert und mit zehn Volumen 
Alkohol gefillt. Dies Verfahren wurde noch einmal wiederholt, 
um die amorphen Polysaccharide (das Laminarin) so gut wie 
modglich zu entfernen. Die alkoholische LOsung wurde dann 
unter Zusatz von Wasser auf dem Wasserbade verdampft, 
bis der Alkohol vollkommen vertrieben worden war. Die auf 
diese Weise erhaltene Wasserlésung, die von Phykophiiin 
(oxydierendes Fukosan) mehr oder weniger tief braun gefirbt 
war, wurde, um das Fukosan zu entfernen, mit Bieiessig gefiillt, 
mit Schwefelwasserstoff entbleit, nach dem Abfiltrieren des 
Schwefelbleis mit Natronlauge neutralisiert und im Vakuum 
konzentriert. Die so erhaltene LOsung war farblos oder schwach 
gelblich gefiirbt; im letzteren Falle wurde sie mit einer geringen 
Menge Tierkohle abgefarbt. 

Die Lésung ist jetzt in bezug auf die Natur der in ihr 
vorkommenden Zuckerarten zu untersuchen. Die Untersuchung 
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ist in derselben Weise bewerkstelligt worden, wie die Unter- 
suchung der Losungen, die aus den Florideen dargestellt worden 
sind. Ich verweise deshalb auf die schon friiher gegebene 
Schilderung und beabsichtige hier nur die wichtigsten Momente 
hervorzuheben. 

Die Liésung wurde in bezug auf das Drehungsvermdgen 
und die Reduktionsfiihigkeit vor und nach der Invertierung ge- 
priift. Um die Lésung zu invertieren, wurde Schwefelsdure bis 
zu 5°/o zugesetzt und dann eine Stunde im siedenden Wasser- 
bade gekocht. Eine Portion der LOsung wurde vor der Hydroiyse 
mit essigsaurem Phenylhydrazin versetzt und drei Viertelstunden 
im siedenden Wasserbade gekocht. Nach dieser Zeit war ein 
nicht unbedeutender Niederschlag von Osazonkrystallen gebildet 
worden; das Kochen wurde noch fiinf Viertelstunden fortgesetzt; 
dann heif abfiltriert und bei Zimmertemperatur zum Erkalten 
stehen gelassen. Es bildete sich dabei noch eine geringe 
Menge Osazonkrystalle. Die Losung wurde auch mittels der 
Seliwanoffschen Probe (Resorcin-Salzsidure) gepriift, die dabei 
auftretende Rotfairbung war aber nicht hinreichend stark, um 
die Gegenwart von Liivulose oder Rohrzucker zu_ beweisen. 
Diese Zuckerarten fehlen, wie meine Untersuchungen zeigen 
werden, bei den Fucoideen. In meinem friiheren Aufsatz «Zur 
Biochemie der Meeresalgen> habe ich nachzuweisen versucht, 
daf} Liivulose wahrscheinlich bei den Fucoideen vorkommt, 
wobei ich aber die bei der Seliwanoffschen Probe auf- 
tretende Rotfiirbung nicht richtig beurteilte und mich deshalb 
geirrt habe. 

Die Resultate der Untersuchungen iiber die Zuckerarten 
der Fucoideen habe ich in der nebenstehenden Tabelle 3 
zusammengestellt. 

Hinsichtlich der Natur der bei den Fucoideen vorkommen- 
den Zuckerarten verweise ich zuerst auf die beiden Tatsachen, 
dab die gereinigten Lésungen vor der Hydrolyse reduzierend 
wirken und nach dreiviertelstiindigem Kochen Osazonkrystalle 
geben. Durch diese beiden Tatsachen ist der Beweis erbracht, 
da} die untersuchten Lésungen einfache Zuckerarten 
enthielten. Von den beiden einfachen Zuckerarten, 
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Tabelle 3. 
Die Zuckerarten der Fucoideen. 






































An der Menge Vor Nach 
roe der der Invertierung der Invertierung 
TeCTrOCK- 
‘" es Reduktions-[p,,. Reduktions- 
etes i “e | ee e ar triy: 
— L6- [Drehungs- “fihigkeit, [OVEMUNES- "Ph igkwit 
terial sung vermogen als Dextrose vermogen als Dextr ye 
7 in 9 dni- berechnet in y dm- | berechnet 
g ccm Rohre | %o Rohre | Oy 
Ascophyllum nodosum | 460 110 |— 0,759 | 0,44 - 1,502 1.6 
Fucus serratus .. .] 380 60 | + 0,00° O80 [-+- 0,85° 1,00 
» vesiculosus ..] 460 110 |}— 0,45° O,d+4 '- 0,1° 0),87 
Laminaria Cloustoni .]| 330 50 |— 0,57° | 0,68 -+- 0,65" 0.93 
digitata . «| 500 90 }4- 017° | O83 |-+ 0,45° 1.28 
> saccharina. | 700 60 | — 0,75? 128 |-+ 0,55° 1,70 


Dextrose und Liivulose, die hier in Frage kommen konnen, 
fehlt Liivulose, wie die Versuche zeigen, die ich auf S. 398 
niher besprechen werde. 

Die bei den Fucoideen vorkommenden Dextrose- 
mengen sind aber sehr unbedeutend. fine approximative 
Berechnung lift sich aus den Angaben in der Tabelle 3 
machen. Die extrahierten Algenmengen sind dort angegeben, 
weiter die Menge der schlieblich erhaltenen ZuckerlOsungen, 
und die Reduktionsfihigkeit dieser LOsungen. Aus diesen An- 
gaben lift sich die in der Alge vorkommende Dextrosemenge 
berechnen, jedoch unter den Voraussetzungen, dal die Dex- 
trose den einzigen reduzierenden Stoff der Losung darstellt, 
und dafi keine Dextrosemengen wiihrend der Reinigung ver- 
loren gegangen sind. Diese Voraussetzungen treffen freilich nicht 
vollig zu, eine approximative Berechnung scheint mir jedoch 
gestattet zu sein, und sie wiirde ergeben, dali bei den unter- 
suchten Fucoideen die Dextrosemenge nur etwa 0,1 
bis 0,2°%/o des Trockengewichtes ist. Zieht man nun in 
Betracht, dai das Trockenmaterial nur etwa 20—25°/o des 
Frischgewichtes darstellt, so kommt man zu dem Resultate, 

dafh die frischen Algen héchstens 0,05°/o Dextrose ent- 
halten, und bei einem so geringen Dextrosegehalt kann es 
nicht Wunder nehmen, wenn man in den frisch geschnittenen 
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Fucoideen mikrochemisch die Gegenwart der Dextrose nicht 
sicher -nachweisen kann. 

Sind nun aber diese geringen Dextrosemengen nicht 
wiihrend der Reinigung der Extrakte gebildet? Ich habe schon 
darauf hingewiesen (vgl. 5. 348), daB die Extrakte wahrend 
des Konzentrierens der Entweichung von Ammoniak wegen 
schwach sauer werden, und dies kénnte ja die Entstehung der 
Monosaccharide verursachen. Die Versuche wurden deshalb 
mit Material von Laminaria digitata und L. saccharina 
wiederholt, bei allen Konzentrierungen wurde aber eine ge- 
ringe Menge Calciumcarbonat zugesetzt, um das Auftreten einer 
sauren Reaktion méglichst zu verhindern. Auch bei diesen Ver- 
suchsserien liefi sich aber Dextrose nachweisen, und es scheint 
deshalb sicher, dab die Dextrose in den Algen prafor- 
miert vorhanden ist. Vgl. die Auseinandersetzung, die 
liber diese Frage in bezug auf die Florideen gegeben ist. 

Es eriibrigt jetzt, die Frage zu erértern, welche Disac- 
charide bei den Fucoideen vorkommen. Hinsichtlich des Rohr- 
zuckers verweise ich darauf, dafi seine Gegenwart sich durch 
die Seliwanoffsche Probe nicht hat bestiitigen lassen, und 
auf Seite 398 werde ich noch einen Versuch besprechen, der 
mir sicher zu beweisen scheint, daB diese Zuckerart nicht 
vorhanden sein kann. Maltose scheint mir ebenfalls zu fehlen. 
Die zu untersuchenden Lésungen wurden, wie oben erwahnt, 
vor der Hydrolyse mit essigsaurem Phenylhydrazin versetzt 
und dann zwei Stunden im siedenden Wasserbade gekocht. 
Der Niederschlag von Osazon wurde heifi abfiltriert, und das 
Filtrat bei Zimmertemperatur zum Erkalten stehen gelassen. 
Dabei bildete sich eine geringe Menge eines Osazonnieder- 
schlages, der aber sicher aus Glykosazon bestand. Das Osazon 
der Maltose, das erst nach zweistiindigem Kochen gebildet wird, 
ist in warmem Wasser lodslich, in kaltem Wasser aber unlos- 
lich und fillt deshalb beim Erkalten aus. Der oben erwahnte 
Osazonniederschlag, der sich beim Erkalten bildete, k6énnte 
demnach zum Teil aus dem Osazone der Maltose bestehen. 
Da aber die Menge dieses Osazonniederschlages sehr gering 
war, muf die Maltose, wenn diese Zuckerart wirk- 
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lich vorhanden wire, nur in den geringsten Spuren 
vorkommen, in bedeutend geringeren Mengen als die Dex- 
trose, von welcher Zuckerart die frische Alge, wie aus dem 
oben Angefiihrten hervorgeht, doch nur héchstens 0,05°/o ent- 
halt. Mit diesen Versuchsresultaten vor Augen, scheint es 
mir sehr wahrscheinlich, dab Maltose bei den unter- 
suchten Fucoideen nicht vorkommt, und unter Hinweis 
auf die Erérterung, die ich hinsichtlich der verschiedenen La- 
minarinmodifikationen geben werde, scheint es mir sogar 
sicher, dai Maltose bei diesen Algen iiberhaupt nicht 
gebildet wird. 

Werfen wir aber einen Blick auf die Tabelle 3, so finden 
wir, daB das Drehungsvermégen der untersuchten Lésungen 
wiihrend der Hydrolyse vergr6fert wurde, in den meisten Fiillen 
sogar von negativem zu positivem tiberschlug, und dab die 
Reduktionsfahigkeit nicht unbedeutend zunahm. Diese beiden 
Tatsachen zeigen, dal} ein hydrolysierbares Polysaccharid irgend 
einer Art vorhanden ist. Bei der Reinigung der Extrakte wurde 
aber besondere Fiirsorge darauf verwendet, die amorphen Poly- 
saccharide so gut wie mdglich zu entfernen. Die Extrakte 
wurden ja nach starkem Konzentrieren zweimal mit je zehn 
Volumen Alkohol gefillt, und das letztemal gréferer Gewib- 
heit halber mehrere Tage im Eisschrank stehen gelassen. Da 
bei diesen Fiillungen reichliche Mengen Neutralsalze vorhanden 
waren, scheint es mir, als ob die amorphen Polysaccharide 
vollkommen weggeschafft worden wiren, und die alkoholische 
Losung nur noch Disaccharide (eventuell Trisaccharide) ent- 
halten kénnte. Sind die Voraussetzungen zutreffend, 
muf man also unter Hinweis auf die Tabelle 3 be- 
haupten, daf die untersuchten Fucoideen wirklich Di- 
saccharide enthalten. Oben wurde aber erwiesen, dai 
Rohrzucker und Maltose nicht vorkommen, und an 
eine Gegenwart von Trehalose ist, mit den Angaben in 
der Tabelle 3 vor Augen, gar nicht zu denken. 

Aus dem oben angefiihrten geht demnach hervor, dab es 
wahrscheinlich ist, daB ein Disaccharid irgend einer Art, 
wenn auch nur in geringen Mengen, in den unter- 
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suchten Fueoideen vorkommt. Dieser Disaccharid 
muf. aber eine negative spezifische Drehung besitzen 
und wihrend der Hydrolyse eine rechtsdrehende 
Zuckermischung geben. Ein solches Disaccharid ist 
aber nicht bekannt, und es ergibt sich also die Schlub- 
folgerung, daB die in Rede stehenden Fucoideen, wenn 
iiberhaupt ein Disaccharid, ein noch unbekanntes ent- 
halten mtissen. 

Nun enthalten aber die Fucoideen ein linksdrehendes 
Polysaccharid, das Laminarin, welches wiihrend der Hydrolyse 
eine rechtsdrehende Zuckermischung gibt, und es k6énnte des- 
halb scheinen, als ob die Angaben in der Tabelle 3 sich daraus 
erkliiren liefien, dal} dieses Polysaccharid nicht vollkommen 
entfernt worden wire. Das Laminarin ist aber kein gut de- 
finierbares Polysaccharid mit konstanter Zusammensetzung, 
sondern stellt nur einen Sammelbegriff fiir eine Reihe mit ein- 
ander verwandter Polysaccharide dar, die sich unter anderem 
dadurch unterscheiden, dab sie mit Alkohol mehr oder weniger 
fiillbar sind. Das Laminarin ist durch Kondensierung von Dex- 
trosemolekiilen zusammengesetzt, und diejenigen Modifikationen, 
die von mehreren Dextrosemolekiilen aufgebaut worden sind, 
und demnach ein gréferes Molekulargewicht besitzen, sind von 
Alkohol leichter fiillbar, als diejenigen, die in ihren Molekilen 
nur wenige Dextrosemolektile enthalten. Von diesen letzteren 
Modilikationen kann man sich eine denken, die nur aus zwei 
Dextrosemolekiilen aufgebaut ist, und demnach die Zusammen- 
setzung eines Disaccharids besitzt. 

Aus theoretischen Griinden, die ich spater naiher 
erOrtern werde, mufs man das Vorkommen eines 
solchen Disaccharides annehmen, das den Ausgangs- 
punkt der ganzen Laminarinreihe darstellt. Als Name 
dieses Disaccharides schlage ich Laminariose vor, und dieses 
neue Disaccharid muB sich von den bisher bekannten 
dadurch unterscheiden, dafB es eine negative spezi- 
fische Drehung besitzt; die bisher bekannten sind alle 
rechtsdrehend. Die Herstellung der Laminariose aus den Fu- 
coideen ist mir nicht gelungen, und ich kann deshalb das Vor- 
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kommen dieser neuen Zuckerart nicht experimentell beweisen, 
ich glaube aber, dafi diese Zuckerart eben daran schuld ist, 
dali die in der Tabelle 3 untersuchten Lisungen sowohl ihr 
Drehungsvermégen als ihre Reduktionsfaihigkeit wahrend der 
Hydrolyse vergroferten. 

Die Bedeutung der Beobachtung, dal} die Fucoideen ge- 
ringe Mengen einfacher Zuckerarten (Dextrose) enthalten, fiir 
unsere Auffassung des Verlaufs der Assimilationsvorginge bei 
diesen Algen werde ich spater (S. 401) néher erortern. 


VI. Laminarin. 


In einem friiheren Aufsatze «Zur Biochemie der Meeres- 
algen» habe ich nachgewiesen, dai man aus einigen Fucoideen 
ein Polysaccharid extrahieren kann. Als Name dieses Poly- 
saccharides wurde ein von Schmiedeberg (1885, S. 427) 
gegebener aufgenommen, niimlich Laminarin, welcher Name 
sich sehr wahrscheinlich eben auf den von mir extrahierten 
Stoff bezieht. Dieser Forscher behauptet niimlich, daf es in 
Laminaria «eine Art Dextrin, Laminarin, Dextrin von der 
Formel 10 (C,H,,0,)—9 H,O = C,H, ).0;,» gibt; und der von 
mir aus Laminaria digitata und L. saccharina extrahierte 
Stoff war auch in mehreren Hinsichten dextriniébnlich. Auber 
bei den Laminaria-Arten konnte ich auch bei Ascophyllum 
nodosum und Fucus vesiculosus das Vorkommen eines 
Polysaccharides nachweisen. 

Die wichtigsten Eigenschaften des Laminarins wurden 
in meinem friiheren Aufsatz folgenderweise zusammengestellt. 
Das Laminarin ist ein weifies, geschmackloses, in Wasser 
leicht losliches Pulver. Es ist in absolutem Alkohol unldéslich, 
in 50°/oigem Alkohol ziemlich léslich; lést sich in siedendem 
79°/oigem Alkohol und fallt bei Abkiihlen wieder aus, bei 
langsamer Abkiihlung in Form von Kiigelchen, die oft mit 
einander zusammengeballt sind. Es wird von Jod nicht gefarbt. 
Die Wasserlosung reduziert schwach Fehlings Fliissigkeit, 
wird nicht von Bleiessig gefallt, wird aber von ammoniak- 
alischem Bleiessig niedergeschlagen; linksdrehend; a, etwa 
— 13,0°; gibt bei der Hydrolyse nur Dextrose. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIV. 23 
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Die fortgesetzten Untersuchungen haben aber gezeigt, 
dali das.Laminarin nicht ein bestimmtes Polysaccharid mit 
konstanter Zusammensetzung darstellt, sondern eine ganze 
Heihe verschiedener, aber mit einander nahe verwandter Stoffe 
reprasentiert. 


A. Extraktionsmethoden. 


Bei meinen Untersuchungen habe ich drei verschiedene 
Extraktionsmethoden gebraucht und ich werde zunichst diese 
mit einigen Worten beleuchten. 

Methode 1. Das an der Luft getrocknete, zerkleinerte 
Material wurde drei Tage in 50°/oigem Alkohol extrahiert 
(etwa 400 ccm Alkohol auf 100 g Material), dann abfiltriert 
und noch drei Tage in Alkohol von derselben Starke extrahiert. 
Die vereinigten Extrakte wurden auf dem Wasserbade kon- 
zentriert und mit vier Volumen Alkohol gefallt. Der Nieder- 
schlag wurde abfiltriert (das Filtrat zur Untersuchung von 
Zuckerarten verwendet, vgl. 5S. 365) und in einer gréferen 
Menge Wasser geldst. Die wiisserige Lo6sung wurde mit Blei- 
essig gefillt und nach dem Abfiltrieren des Niederschlages 
erhiilt man eine farblose, wasserklare Losung, aus welcher 
das Laminarin durch Zusatz von Ammoniak gefallt wird. Der 
Niederschlag wird abfiltriert, gut ausgewaschen und mit 
Schwefelwasserstoff zersetzt. Nach dem Abfiltrieren des 
Schwefelbleis wurde das Filtrat mit Natronlauge neutralisiert, 
dann auf dem Wasserbade konzentriert und mit vier bis sechs 
Volumen Alkohol gefallt, wobei das Laminarin als eine flockige 
Fillung niedergeschlagen wird. Auch in konzentrierten L6sungen 
entsteht ein bleibender Niederschlag erst nach Zusatz von 
mehr als einem Volumen Alkohol. Wird der Alkohol langsam 
zugesetzt, ballt sich der Niederschlag zu einer zaihen Masse 
zusammen. Das Laminarin reinigt man weiter durch wieder- 
holtes Auflésen in Wasser und Ausfillung mit vier bis sechs 
Volumen Alkohol. 

Bei dem Konzentrieren nach dem Abfiltrieren des Schwefel- 
bleis wird die vorher farblose Lésung gelbbraun verfarbt. Dies 
beruht darauf, daB das Fukosan sich nicht mit Bleiessig voll- 
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kommen niederschlagen lat. Diese Fukosanreste oxydieren 
sich bei dem Konzentrieren zu Phykophdin, welches die L6- 
sung gelbbraun verfirbt. Es ist nicht mdglich, diese gefiirbten 
Beimischungen vollkommen zu entfernen, wenn das Laminarin 
bei neutraler Reaktion mit Alkohol ausgefillt wird; bei salz- 
siuresaurer Reaktion lassen sie sich aber entfernen. Am 
besten reinigt man deshalb das Laminarin auf solche Weise, 
daB man die nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis konzen- 
trierte Lésung einmal mit Alkohol fallt, das Laminarin wieder 
in Wasser list, diese wasserige LOsung mit Salzsiure schwach 
ansiiuert und dann wieder mit Alkohol fiallt. 

Die schlieBlich erhaltene farblose Laminarinlésung fiallt 
man zum letztenmal mit Alkohol, filtriert den Niederschlag 
ab, wiischt ibn mit Alkohol aus und saugt ihn dann auf der 
Nutsche gut ab. Nach dieser Behandlung wird das Laminarin 
im Exsikkator tiber Schwefelséure zum Trocknen gelegt. 

Methode 2. Bei einigen Gelegenheiten wurde das nach 
der Methode 1 extrahierte Material mit einer gréferen Menge 
20°/oigem Alkohol versetzt. Es quillt bei dieser Behandlung 
sehr stark auf (besonders bei den Laminaria-Arten) und die 
Extrakte werden sehr stark schleimig, was auf der Gegenwart 
von Fukoidin (vgl. S. 404) beruht. Durch Zusatz von Baryum- 
acetat lift sich das Fukoidin ausfallen. Ubrigens kann man 
die Verunreinigungen mit Bleiessig ausfillen, ohne dafi das 
Laminarin trotz des Gehalts an Alkohol mitgerissen wird. Die 
Bleiessigfallung wird abfiltriert und aus dem Filtrate wird das 
Laminarin mit Ammoniak ausgefallt. Der Laminarinniederschlag 
wird dann weiter nach der Methode 1 behandelt und gereinigt. 

Methode 3. An der Luft getrocknetes, zerkleinertes 
Material wurde mit einer gré%eren Menge Wasser tibergossen 
(etwa 1000 ccm auf 100 g Material), eine Stunde in siedendem 
Wasser gekocht und dann bis zum niichsten Tag stehen ge- 
lassen. Das Extraki wurde abgegossen, das Material mit Wasser 
versetzt und dann noch einmal auf die oben erwiihnte Weise 
behandelt. Die vereinigten Extrakte werden mit Bleiessig ge- 
fallt und aus dem Filtrate nach dem Abfiltrieren der Blei- 
essigfallung wird das Laminarin mit Ammoniak. ausgefiilt. 
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Der Laminarinniederschlag wird dann weiter nach der Me- 
thode 1 -behandelt und gereinigt. 

Es kann aber bei dieser Methode passieren, dal} die 
Verunreinigungen von Fukosan trotz einem reichlichen Zusatz 
von Bleiessig nicht gut zu entfernen sind. Dies kiindigt sich 
beim Konzentrieren nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis 
dadurch an, dai die Losung tief braun verfarbt wird. Bei der 
weiteren Reinigung des Laminarins sind die gefiirbten Bei- 
mischungen sehr schwierig zu entfernen, und es gelingt bis- 
weilen nicht, eine farblose Laminarinldsung zu bekommen. Es 
ist deshalb ratsam, wenn die Lésung nach dem Konzentrieren 
stiirker braun gefiirbt ist, sie noch einmal mit Bleiessig zu rei- 
nigen. Um einen Niederschlag zu erhalten muf man in diesem 
Falle auch etwas Kochsalz hinzusetzen. Der Niederschlag 
wird abfiltriert, das Filtrat entbleit, dann mit Natronlauge 
neutralisiert, konzentriert und mit Alkohol gefallt. Die gefarbten 
Verunreinigungen, die noch vorhanden sind, lassen sich gut 
durch Fiillen mit Alkohol in saurer Lésung entfernen. 

Von diesen drei Methoden ist die letzte ohne weiteres 
als die bequemste zu empfehlen, wenn man nur beabsichtigt, 
das Material zur Laminarindarstellung zu verwenden. Ebenso- 
gut wie getrocknetes kann man dabei frisches Material brauchen, 
das man nur etwas zu zerschneiden hat. In siedendem Wasser 
lift sich das Laminarin auch gut aus grOferen Thallusstiicken 
extrahieren. 

Das durch diese Methoden dargestellte Laminarin enthalt 
etwas Asche, im allgemeinen ungefihr 0,2—0,3°/o; in einigen 
Fiillen ist der Aschengehalt bis etwas mehr als 1°/o gestiegen, 
in anderen dagegen auf weniger als 0,1°/o hinuntergebracht 
worden. 

Die Asche besteht zum gr6dften Teil aus Sulfaten, die 
wahrscheinlich beim Konzentrieren der schwefelwasserstoff- 
haltigen LOsungen entstanden sind. Chloride waren nur in 
geringen Mengen vorhanden. Calcium lief sich im allgemeinen 
nachweisen. 

Bei mehreren Bestimmungen gilt es, das Laminarin voll- 
kommen wasserfrei zu erhalten. Dies erreicht man entweder 
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dadurch, daf man das Laminarin eine liingere Zeit im Exsikkator 
iiber Schwefelsdure stehen laBt, oder dadurch, da man es im 
Trockenschrank bei -+-110° trocknet. Vergleichende Versuche 
haben gezeigt, dal} sich das Laminarin bei dieser Temperatur 
nicht verdndert. Vgl. die Versuche 1a, 6b und 6c. 


B. Laminarin aus verschiedenen Fucoideen. 
1. Ascophyllum nodosum. 


fa. Aus 460 ¢ im August eingesammelten Materials wurde 
das Laminarin durch die Methode 1 extrahiert und gereinigt. 
Der Laminarinniederschlag zeigte eine grofe Neigung, sich zu 
einer zihen Masse zusammenzuballen, und erst bei Zusatz von 
zehn bis zw6lf Volumen Alkohol wurde ein Niederschlag er- 
halten, der sich abfiltrieren und trocknen lieB. 5,0 g Laminarin ; 
0,93°/o Asche; 0,4711 g gaben 0,0044 g Asche. 

0,933 g, Asche abgerechnet, im Exsikkator getrocknet, 
wurden in Wasser geldst;'!) L6sung 50 cem; Drehung in 4 dm- 
Rohre — 2,42°; spezifische Drehung demnach — 32,4° 

9 4 i“ 
6=— ere = — 32,4° (lat). 

0,964 g, Asche abgerechnet, bei -+-110° getrocknet, 
wurden in Wasser gelést; Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm- 
Rohre — 2,46°; spezifische Drehung demnach 31,9°. 

“= — Werk = — 31,9° (Laz). 

Das Molekulargewicht (siehe S. 376) ist etwas zu hoch, um 
der Zusammensetzung 5 (C,H,,O,)-H,O zu entsprechen, aber 
bedeutend zu niedrig fiir 6 (C,H,,O,)-H,O. Nun muf man 
aber in Betracht ziehen, daf das Material nicht aschenfrei war, 
sondern 0,93°/o Asche enthielt. In den Angaben der Kon- 





') Die abgewogene Substanzmenge wurde in Wasser geliést, und 
die Lésung iiber die Nacht stehen gelassen, um eine eventuell auftretende 
Multirotation verschwinden zu lassen. Die Liésung wurde dann in ein 
Mefikélbchen von 50 ccm gegossen und Wasser bis zur Marke zugesetzt. 
Im allgemeinen wurde so viel Substanz abgewogen, dafs die zu unter- 
suchende Lisung etwa 2—3°/o Laminarin enthielt. 
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Molekulargewichtsbestimmung. ') 

















Konzen- oe Molekular- Molekulargewicht berechnet 
punkts- " fiir 
tration erniedrigung] 8°W!eht [5 (¢ 40.) H,0|6 (C,H,,0,)- H,0 
4,593 0,100 854 828 | 900 
6,680 0,137 907 —_ | - 
8,945 0,196 849 on | ~ 











zentrationen ist die Asche abgerechnet. Die Gegenwart der 
Mineralsalze verursacht aber, dab die Gefrierpunktserniedrigungen 
zu grof} sind und die berechneten Molekulargewichte demnach 
zu klein. Hauptséchlich ist Natriumsulfat vorhanden, daneben 
aber auch etwas Kochsalz und Calciumsulfat (vgl. S. 374). Die 
von den Mineralbestandteilen verursachte Gefrierpunktser- 
niedrigung lat sich nicht exakt, wohl aber approximativ be- 
stimmen, und man kann daraus berechnen, daf die gefundenen 
Molekulargewichte um etwa 50—75 zu erhdhen sind, um die 
wahrscheinlichst richtigsten zu bekommen. Macht man also 
diese Korrektion, so erhalt man ein Molekulargewicht, welches 
am niichsten der Zusammensetzung 6 (C,H,,0;) - H,O  ent- 
spricht. 

Im Kapillarrohre erhitzt, beginnt die Substanz bei 190° 
zu sintern, und wird bei 250—255° unter Blasenbildung zer- 
setzt. Das Laminarin schmilzt nicht. 

1b. Aus 240 g im August eingesammelten Materials wurde 
das Laminarin nach der Methode 3 extrahiert und gereinigt. 
In iihnlicher Weise wie in dem Versuche 1a zeigte auch hier 
der Laminarinniederschlag eine grofe Neigung, sich zu einer 
ziihen Masse zusammenzuballen, und erst bei Zusatz von zehn 
bis zwOlf Volumen Alkohol wurde ein Niederschlag erhalten, 
der sich abfiltrieren und trocknen lieB. 3,1 g Laminarin; 
1,30°/o Asche; 0,4312 g gaben 0,0056 g Asche. 


') Die Molekulargewichtsbestimmungen sind mittels eines Beck- 
mannschen Apparats gemacht worden. In bezug auf die Methode und 
die Berechnung der Molekulargewichte verweise ich auf die von Hans- 
lian in Abderhalden «Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden>, 
Bd. 6, 8. 355, gegebene Darstellung. 
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Asche abgerechnet,!) wurden in Wasser gelost: 


Loésung 50 ccm; Drehung — 2,61 in 4 dm-Rohre; spezifische 
Drehung demnach — 33,1°. 


a = — 


D 


261-50 


0,987.4 — 


— 33,1° (1b). 


Molekulargewichtsbestimmung. 
EEE TTC ___C___i 











ina nose Molekular- arerenenee berechnet 
; ) cUS- , ur 
tration lerniedrigung} 8eWicht [5 ¢.4,,0,) -H,0/ 6 (C,H,.0,) -H,0 
3,456 0.075 857 828 990 
5,570 0,116 893 on ras 
7,437 0,157 881 — — 











Dieselben Bemerkungen, die ich in bezug auf die Mole- 
kulargewichtsbestimmung in der Versuchsserie la gemacht 
habe, sind auch hier zu machen, und wenn man diese be- 
riicksichtigt, muf man behaupten, dafi das Molekulargewicht 
der wahrscheinlichsten Zusammensetzung 6 (C,H,,0;) - H,O 
entspricht. 

Die aus Ascophyllum nodosum dargestellte Laminarin- 
modifikation besitzt demnach eine spezifische Drehung, die 
— 32,5 betrigt, und entspricht am besten der molekularen 
Zusammensetzung 6 (C,H,,0O,)-H,O. Damit will ich aber gar- 
nicht gesagt haben, dafs hier ein bestimmtes Kohlenhydrat mit 
der konstanten Zusammensetzung 6 (C,H,,0;)-H,O vorliegt, 
sondern es kénnte auch sein, dab wir eine Mischung mehrerer 
mit einander verwandter Kohlenhydrate vor uns haben, welche 
Mischung hinsichtlich ihres Molekulargewichts der oben er- 
wihnten Zusammensetzung entspricht. Aus Griinden, die ich 
hier nicht niher erdrtern werde, die aber aus der folgenden 
Darstellung deutlich hervorgehen, finde ich, daf die letztere 
Annahme die wahrscheinlichste ist, und ich glaube also, dab 
die hier in Rede stehende Laminarinmodifikation ein Gemenge, 
z.B. von den Kohlenhydraten 5 (C,H,,0;) - H,O, 6 (C,H,,0;) - 
H,O und 7 (C,H,,0;)-H,O oder von noch mehreren darstellt. 


') Wenn nichts anderes gesagt ist, ist das Material bei +- 110° 
getrocknet worden. 
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2. Fucus serratus. 


2a. Aus 380 g im August eingesammelten Materials wurde 
das Laminarin nach der Methode 1 extrahiert und gereinigt. 
Bei der Reinigung wurde das Laminarin jedesmal mit je sechs 
Volumen Alkohol ausgefillt, und schlieBlich wurden 8,5 g Sub- 
stanz bekommen. 0,16°/o Asche; 0,5577 g gaben 0,0009 g Asche. 

1,347 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelést; 
Losung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Roéhre — 2,39°; die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 22,2°, 


2,39 - 50 
nn y tsa eee 90 ). 
=~ 1,347.4 amie em 


Molekulargewichtsbestimmung. 

















ee (iefrier- Molekular- | Molekulargewicht berechnet 
tration a sewicht ~ 
" erniedrigung 8 | 12 (C,H,,0,)- H,O 
4.408 0,040 | 2049 1962 
7,249 | 0,055 | 2452 — 
9.833 | 0,070 2613 _ 


Die Bestimmungen bei grdferer Konzentration zeigen ein 
héheres Molekulargewicht als diejenigen bei geringerer, was 
darauf hindeutet, dafi in irgend einer Weise eine molekulare 
Veriinderung bei VergrOSerung der Konzentration stattfindet, 
und man muf} dann den kleineren Wert des Molekulargewichts 
als den richtigsten betrachten. Wahrscheinlich ist aber auch 
der Wert 2049 etwas zu hoch, der bei einer Konzentration 
von 4,408 gefunden worden ist. Der absolute Wert interessiert 
aber in diesem Zusammenhang nicht so sehr, als die Tat- 
sache, dafi das Molekulargewicht der hier in Rede stehenden 
Laminarinmodifikation bedeutend gréfer ist, als dasjenige der 
Modifikation aus Ascophyllum. Die spezifischen Drehungen 
dieser beiden Modifikationen sind auch sehr verschieden, fir 
die Ascophyllum-Modifikation — 32,5°, fiir die Fucus serratus- 
Modifikation — 22,2°. Es wurde schon oben angedeutet, dab 
die erstere Modifikation ein Gemenge verschiedener Kohlen- 
hydrate darstellt, und die folgenden Angaben 2b und 2e 
werden zeigen, dafB die letztere wirklich ein Gemenge ist. 
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2b. Das Material aus 2a wurde weiter nach der Methode 2 
extrahiert, und das Extrakt nach dieser Methode gereinigt. 
Nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis wurde das Filtrat auf 
50 cem konzentriert und dann mit zwei Volumen Alkohol 
gefallt. Der ziihe Niederschlag wurde abdekantiert, und die 
abdekantierte Fliissigkeit nach 2¢ behandelt. Der Laminarin- 
niederschlag wurde in Wasser gelést und mit vier Volumen 
Alkohol gefillt. Dies Verfahren wurde noch einigemal wieder- 
holt. Schlieflich wurden 6,0 g reines Laminarin erhalten. 
Asche 0,08°/o; 0,4764 g gaben 0,0004 g Asche. 

1,087 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelist; 
Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Roéhre — 1,13°; die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 13,0°. 


— 6 oT = — 13,09 (2b). 
2c. Die in der Versuchserie 2b abdekantierte Fliissig- 
keit wurde mit 200 ccm versetzt, der dabei entstandene Lami- 
narinniederschlag in etwas Wasser gelést und dann einigemal 
durch Fillung mit je sechs Volumen Alkohol weiter gereinigt. 
2,0 g Laminarin; Asche 0,21 °/0; 0,4790 g gaben 0,0010 g Asche. 
1,328 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser geldst: 
Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Roéhre — 2,43°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 22,9°. 
a Oe — — 22,99 (2c), 
Aus Fucus serratus sind demnach zwei verschiedene 
Laminarinmodifikationen dargestellt worden; die eine besitzt 
eine spezifische Drehung von — 13,0°, die andere eine Dre- 
hung von — 22,9°. Jede von diesen Modifikationen repriisen- 
tiert aber sicher Gemenge von verschiedenen Koblenhydraten. 
Die starker negativ drehende Modifikation hat ein geringeres 
Molekulargewicht, als die weniger stark negativ drehende. Die 
erstere entspricht etwa der molekularen Zusammensetzung 
12 (C,H,,0;) - H,O, die letztere dagegen etwa 17 (C,H,,0,) - H,O 
(vgl. die Molekulargewichtsberechnungen fiir Laminarinmodifi- 
kationen aus Laminaria digitata und L. saccharina). 
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3. Fucus vesiculosus. 


3a. Aus 460 g im August eingesammelten Materials wurde 
das Laminarin nach der Methode 1 extrahiert und gereinigt. 
2,8 g Substanz; Asche 0,60°/o; 0,4680 g gaben 0,0028 g Asche. 
1,014 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 


Loésung 50 cem; Drehung — 1,76° in 4 dm-Rohre; die spe- 
zifische Drehung ist demnach —— 21,7°. 
1,76 - 50 tice 
a) = 1 014.4 = 21,7° (3 a). 


3b. Aus dem in 3a behandelten Material wurde eine geringe 
Menge Laminarin nach der Methode 2 extrahiert und gereinigt: 
0,8 g Substanz; Asche 0,20°/o; 0,2459 g gaben 0,0005 g Asche. 

0,421 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost: 
Lésung 50 cem: Drehung — 0,67° in 4 dm-Rohre; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 19,9°. 


0,67 - 50 
o> oa ae 


4. Laminaria Cloustoni. 


ta. Aus 330 g¢ im August eingesammelten Materials 
wurde das Laminarin nach der Methode 1 extrahiert und 
gereinigt. 1,5 g Substanz; Asche 0,33°/o; 0,4193 g¢ gaben 
0,0014 g Asche. 

0,793 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 
Losung 50 ecem; Drehung — 0,65 in 4 dm-Roéhre; die spe- 
zifische Drehung ist demnach —- 10,2°. 


Oe xs xn GPU, 


“D = ~ 0,793.4 

Von der Lésung nach der Bestimmung der spezifischen 
Drehung wurden 20 ccm abgemessen, mit Schwefelséure bis 
5°/o versetzt und dann vier Stunden in siedendem Wasser- 
bade gekocht. Nach der Hydrolyse wurde Wasser bis genau 
20 ccm zugesetzt. Die hydrolysierte Losung zeigte in 2 dm- 
Rohre eine Drehung von -++- 1,66°, was einem Dextrosegehalt 
von 1,58°/o entspricht; die Reduktionsfahigkeit, nach Fehling 
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bestimmt, entsprach 1,57°/o Dextrose. Die urspriingliche Liésung 
enthielt 1,586°/o Laminarin. Das Laminarin war demnach durch 
die Hydrolyse quantitativ in Dextrose umgewandelt worden. 

Derjenige Teil der Lésung, der nicht zur Hydrolyse ver- 
wendet worden war, wurde in Eisschrank gesetzt; nach einem 
Tage war ein aus kleinen Kiigelchen bestehender Niederschlag 
gebildet, der sich bei Erwiérmen leicht wieder ldste. 

4b. Das Material aus 4a wurde dann weiter nach der 
Methode 2 extrahiert, und das Laminarin nach dieser Methode 
gereinigt. 3,8 g Substanz; Asche 0,26°/o; 0,4592 g gaben 
0,0012 g Asche. 

1,088 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser geldst; 
Losung 50 ccm; Drehung in 4 dm-R6hre — 0,85°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 9,8 °, 

c= — ene = — 98° (4b). 
D 1,088 - 4 ~ 

Die Lésung wurde in Eisschrank gestellt, und es bildete 
sich dabei, wie im vorigen Falle (4a), ein Niederschlag, der 
sich bei Erwiirmen leicht wieder loste. 

Man beobachte, dafi das Laminarin aus Laminaria 
Cloustoni bei niedrigerer Temperatur auch aus ziemlich ver- 
diinnten Lésungen (1,6—2,1°/o) ausfallt und bei Erwarmen 
wieder leicht gelést wird. Diese Eigenschaft fehlt bei den 
aus den vorhergehenden Arten dargestellten Laminarinmodifi- 
kationen. 

Um diese bei Laminaria Cloustoni vorkommenden 
Laminarinmodifikationen néher studieren zu kOnnen, sind fol- 
gende Versuchsserien angestellt worden. 

4c, 75g Material wurden nach der Methode 3 extrahiert. 
Eine grofere Menge Wasser wurde zum Extrahieren verwendet 
und die vereinigten Extrakte betrugen 2000 ccm. Aus dem Fil- 
trate nach der Reinizung mittelst Bleiessig wurde das Laminarin 
durch Zusatz von Ammoniak ausgefallt, und der Niederschlag 
in gewOhnlicher Weise mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Um 
alles Laminarin sicher in Lésung zu bringen, wurde vor dem 
Abfiltrieren des Schwefelbleis bis 60° erwirmt. — Das Filtrat 
wurde mit Natronlauge neutralisiert, dann auf- 40 ccm kon- 
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zentriert und im Eisschrank bis zum nachsten Tag stehen ge- 
lassen. Der Niederschlag wurde abfiltriert (die abfiltrierte 
Loésung nach 4c behandelt) und unter Erwiirmen in etwas 
Wasser geliést. Beim Erkalten dieser Liésung wurde das La- 
minarin wieder ausgefallt. Nachdem das Laminarin noch ein- 
mal durch Lisen in warmem Wasser und Ausfillen in der Kilte 
gereinigt worden war, wurde der Niederschlag mit Alkohol 
versetzt, abfiltriert, mit Alkohol gewaschen, auf der Nutsche 
abgesaugt und im Exsikkator getrocknet. 0,4 g Substanz; aschen- 
frei; 0.1442 g gaben keinen wiegbaren Riickstand. 

0,187 g wurden unter Erwarmen bis auf 75° in 50 ecm 
Wasser geldést. Bei der Abkihlung der Lisung begann sie 
schon bei 50° opaleszent zu werden und bei 48° war ein 
koérniger Niederschlag gebildet worden. Da das Auftreten der 
Opaleszenz eben bezeichnet, dafi die Léslichkeitsgrenze der 
Substanz erreicht ist, kann man also aus den obigen Angaben 
entnehmen, dai sich bei einer Temperatur von 50° 0,187 g 
dieser Laminarinmodifikation in 50 ccm Wasser ldsen 1aft. 
Die Léslichkeit ist demnach bei + 50° 1 Teil Substanz auf 
etwa 270 Teile Wasser. Zum Zwecke der Bestimmung der 
spezifischen Drehung wurde das Drehungsvermégen dieser 
Losung bei -++ 55° beobachtet. Dieses betrug — 0,06° in 
2 dm-Roéhre. Die spezifische Drehung bei +- 55° ist demnach 
— 80°. 


50 ),06 - d 
55 0,06 D0 aera 8.00 (4 c). 


“p = ~~ 0,187.2 
Um die Ldoslichkeit dieser Laminarinmodifikation — bei 
Zimmertemperatur kennen zu lernen, wurde die oben erwihnte 
Lésung nach der Bestimmung ihres Drehungsvermégens mehrere 
Tage bei Zimmertemperatur (-++- 18°) stehen gelassen. Von 
dem Filtrate wurde dann 23,63 g abgewogen und bis zur 
Trockenheit auf dem Wasserbade verdampft. Riickstand 0,0254 g; 
Asche 0,0007 g; der Laminarriickstand war demnach 0,0247 g. 
Aus diesen Angaben lat sich berechnen, dafi von dieser La- 
minarinmodifikation bei -- 18° 1 Teil auf 957 Teile Wasser 
ldslich ist. Die Léslichkeit betragt also (etwas abgerundet) bei 
-+- 18° 1 Teil Substanz auf 950 Teile Wasser. 
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Das Laminarin, welches bei der vorhergehenden Be- 
stimmung abfiltriert worden war, wurde unter Erwirmen in 
75 ccm Wasser geldst und die Lésung mehrere Tage bei einer 
Temperatur von -/- 10° stehen gelassen. Von dem Filtrate 
wurde dann 51,40 g abgewogen und bis zur Trockenheit auf 
dem Wasserbade verdampft. Riickstand 0,0175 g: Asche 
0,0005 g; der Laminarinriickstand war demnach 0,0170 g. 
Aus diesen Angaben laft sich berechnen, dafi von dieser La- 
minarinmodifikation bei +- 10° 1 Teil auf 3023 Teile Wasser 
léslich ist. Die Loslichkeit betriigt also (etwas abgerundet) 
bei -+- 10° 1 Teil Substanz auf 3000 Teile Wasser. 

4d. Das Filtrat von 4c (etwa 40 ccm) wurde mit 100 ccm 
Alkohol gefallt, der Niederschlag abfiltriert (Filtrat dann weiter 
nach 4e behandelt) und in etwas Wasser gelist. Aus dieser 
Losung wurde das Laminarin durch Zusatz von vier Volumen 
Alkohol gefallt, und dann noch zweimal durch Lésen in Wasser 
und Fallen mit je vier Volumen Alkohol gereinigt. Es wurden 
1,8 g getrocknetes Laminarin erhalten. Asche 0,22°/0; 0,2774 g 
gaben 0,0006 mg Asche. 

0,658 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost: 
Losung 50 ccm; Drehung — 0,37 in 4 dm-Rodhre; die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 7,0°. 

a = — ae = — 7,0° (4d1). 

Die Losung wurde bis auf 40° erhitzt und das Drehungs- 
vermogen dann bei einer Temperatur von -+ 35° beobachtet. 
Dieses betrug — 0,50 in 4 dm-Rohre. Bei -+- 35° ist demnach 
die spezifische Drehung — 9,5°, also nicht unbedeutend hoéher 
als bei Zimmertemperatur. 

an EE 
_ 0,658 -4 

Aus dieser LGsung wurden im Eisschrank etwas Lami- 
narin ausgefiillt. 

4e. Das Fiitrat aus 4d (etwa 120 ccm) wurde mit 220 ccm 
Alkohol versetzt, der Laminarinniederschlag abfiltriert, in Wasser 
gelést und mit zehn Volumen Alkohol gefallt. Die Auflisung 
in Wasser und Ausfiallung mit zehn Volumen Alkohol wurde 


— 9,5° (4 de). 
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noch einmal wiederholt. 0,4 g Substanz; Asche 1,25°/o; 
0,1120 g gaben 0,0014 g Asche. 

0,286 g Asche, abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 
Losung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Réhre — 0,32; die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 14,0°. 

go — — 0:32 + 50 
Da 0,286 . 4 

Aus dem oben angefiihrten geht demnach hervor, daB es 
bei Laminaria Cloustoni verschiedene Laminarinmodifika- 
tionen gibt, die sich durch ihre spezifische Drehung, ihre Liés- 
lichkeit in Wasser und ihre Fiillbarkeit mit Alkohol von ein- 
ander unterscheiden. Von besonderem Interesse ist das Vor- 
kommen einer in kaltem Wasser sehr schwerldslichen Modi- 
fikation. Die Léslichkeit dieser Modifikation betragt bei +- 10° 
1 auf 3000 Wasser, bei -+ 18° 1 auf 950 Wasser und bei 
-++- 50° 1 auf 270 Wasser. Die spezifische Drehung ist sehr 
gering; sie betrigt bei -+- 55° nur — 8,0°, bei Zimmertem- 
peratur ist sie sicher noch geringer, eine exakte Bestimmung 
lifBt sich aber der geringen Loéslichkeit wegen kaum bewerk- 
stelligen. 

Bei Abkiihlung einer Lésung fallt diese Laminarinmodi- 
fikation in kleinen, winzigen Kérnchen aus, die sich sehr schwer 
abfiltrieren lassen. Bei langsamerer Abkiihlung werden die 
Kérnchen etwas grdBer. Die gréften Koérnchen erhalt man 
aber, wenn man eine stark verdiinnte Lésung mehrere Tage 
in der Kilte stehen laft. Auf diese Weise habe ich K6rnchen 
erhalten, die 20 u im Durchmesser waren. Die Kornchen stellen 
eine Art Sphirokrystalle dar. Eine innere Struktur, wie z. B. 
bei den Inulinsphiiriten, ]aBt sich bei einer Vergr6ferung von 
450mal noch nicht beobachten. Die Laminarinspharite zeigen 
in polarisiertem Lichte ein dunkles Kreuz in ahnlicher Weise 


wie die Stirkek6rner. 


= — 14,0° (4e). 


5. Laminaria digitata. 
5a. Aus 1000 g im August eingesammeltem Materiale 
wurde das Laminarin nach der Methode 1 extrahiert und ge- 
reinigt. Bei der Reinigung durch Zusatz von Alkohol wurden 
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jedesmal fiinf Volumen zugesetzt. 8,2 g Laminarin; Asche 
0,11°/o; 0,5256 g gaben 0,0006 g Asche. 

1,287g, Asche abgerechnet, wurdenin Wasser gelost: Losung 


50 ecm; Drehung in 4 dm-Réhre — 1,58°: die spezifische 
Drehung ist demnach — 15,3°. 
1,58 - 50 pena 
Wy = — goa eg 15,3° (5 a). 


5b. Das Material aus 5a wurde weiter nach der Me- 
thode 2 extrahiert, und das Laminarin durch diese Methode 
gereinigt, jedoch so, da$ das Filtrat nach dem Abfiltrieren des 
Schwefelbleis bis 160 cem konzentriert und mit 250 ccm Al- 
kohol versetzt wurde. Der ziihe Niederschlag wurde abdekan- 
tiert (die abdekantierte Fliissigkeit nach 5c behandelt), in 
100 cem Wasser gelést und nach Anséuern mit Salzsiure mit 
vier Volumen Alkohol ausgefallt. Die Auflésung in Wasser und 
Ausfallung mit je vier Volumen Alkohol wurden noch einigemal 
wiederholt. 22,0 g reines Laminarin; Asche 0,06°/o; 0,5054 g 
gaben 0,0003 g Asche. 

1,169 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelist: 
Lésung 50 cem; Drehung in 4 dm-Réhre — 1,28°: die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 13,7°. 








1,28 - 50 
= — —— =e = 19:7" (hi, 
p 1,169 - 4 il 
Molekulargewichtsbestimmung. 
i nnn EEE 
renin, | —— | Molekular- Molekulargewicht berechnet 
, | punkts- | he fiir 
tration —§ erniedrigung | 8eWwicht 17 (C,H,,0,)- H,O 
4164 | 0,027 2869 2772 
6191 | 0,035 | 3290 — 
8,181 0,040 | 3804 — 





Das Molekulargewicht ist demnach gréfer bei hoherer 
Konzentration als bei niedrigerer, und ich glaube, dies deutet 
darauf hin, daf in irgend einer Weise eine molekulare Ver- 
aénderung bei VergréBerung der Konzentration stattfindet. 
(Vgl. Fucus serratus.) Von besonderem Interesse ist aber, 
daB die hier in Rede stehende Laminarinmodifikation, die eine 
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spezifische Drehung von — 13,7° besitzt, ein bedeutend griferes 
Molekulargewicht hat als die schon friiher besprochene, aus 
Fucus serratus dargestellte, die eine spezifische Drehung 
von — 22,2° besitzt. Das Molekulargewicht dieser Modifikation 
war bei einer Konzentration von 4,408°/o 2049, etwa der 
Zusammensetzung 12 (C,H,,O;)-H,O entsprechend. Es zeigt 
sich demnach, dafi eine Abnahme der spezifischen Drehung 
mit einer Zunahme des Molekulargewichtes Hand in Hand geht. 

de. Die von dem zi&hen Laminarinniederschlag in 5b 
abdekantierte Fliissigkeit (etwa 390 ccm) wurde mit 390 ccm 
Alkohol versetzt. Der Laminarinniederschlag wurde in 100 ccm 
Wasser gelést und dann durch mehrmaliges Umfiallen mit je 
vier Volumen Alkohol gereinigt. 12,0 g Substanz; Asche 0,15°/o; 
0,4617 g gaben 0,0007 g Asche. 

1,274 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser geldst; 
Lésung 50 cem; Drehung in 4 dm-Rodhre — 1,73°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 17,0°. 

a = — a4 - = — 17,0° (6c). 

5d. Aus 500 g im November eingesammeltem Materiale 
wurde das Laminarin nach der Methode 1 extrahiert und ge- 
reinigt. Nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis wurde das 
Filtrat bis auf 80 ccm konzentriert und dann mit 140 ecm 
Alkohol versetzt. Der zahe Laminarinniederschlag wurde ab- 
dekantiert (die abdekantierte Flissigkeit nach 5e behandelt), 
in 50 cem Wasser gelést und dann durch mehrmaliges Um- 
fillen mit je drei Volumen Alkohol gereinigt. 6,0 g Substanz; 
Asche 0,31°/o; 0,5501 g gaben 0,0017 g Asche. 

1,280 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost: 
Lésung 50 cem; Drehung in 4 dm-Rodhre — 1,18°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 11,5°. 


Se ee a SOME: 


64 — 


D 1,280 . 4 
5 e. Die von dem Laminarinniederschlag in 5d abdekan- 


tierte Fliissigkeit (etwa 200 ccm) wurde mit 40 ccm Alkohol 
versetzt, wobei noch ein ziher Laminarinniederschlag entstand. 
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Dieser wurde abdekantiert (die abdekantierte Fliissigkeit nach 
5 f behandelt), in 40 com Wasser gelést und dann durch mehr- 
maliges Umfallen mit je vier Volumen Alkohol gereinigt. 3,2 g 
Substanz; Asche 0,42°/o; 0.4751 g gaben 0,0020 g Asche. 

1,097 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost:; 
Lésung 50 cem; Drehung in 4 dm-Rohre — 1,38°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 15,7°. 

= 138-50 | 

“>, " jaa. 

5f. Die in 5e abdekantierte Fliissigkeit (etwa 220 ccm) 

wurde mit 220 cem Alkohol versetzt, der Laminarinnieder- 

schlag in 20 com Wasser gelést und dann durch mehrmaliges 

Umfiillen mit je zehn Volumen Alkohol gereinigt. 1,4 g Sub- 
stanz; Asche 1,05°/o; 0,3732 g gaben 0,0039 g Asche. 

0,927 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 
Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Rohre — 2,03°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 27,4 °. 

2.03 - 5 _ 
—— eee: = — 27,49 (50). 

)g. Das schon friiher in 5d extrahierte Material wurde 
weiter nach der Methode 2 extrahiert. Bei der Reinigung durch 
Umfallen mit Alkohol wurde darauf geachtet, daf jedesmal 
nur eine solche Menge Alkokol zugesetzt wurde, die hinreichend 
war, um einen zihen Niederschlag hervorzurufen. Auf diese 
Weise erhilt man die Laminarinmodifikation, die am leichtesten 
mit Alkohol fallbar ist. Nach mehrmaligen Umfillungen wurde 
der Niederschlag wieder in etwas Wasser gelést und mit einer 
groferen Menge Alkohol ausgefiillt, um das Laminarin in einem 
solechen Zustande zu bekommen, daB es sich abfiltrieren und 
trocknen lief}. 3,6 g Substanz; Asche 0,25°/o; 0,4830 g gaben 
0,0012 g Substanz. 

1,382 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelist: 
Losung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Réhre — 0,95°: die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 8,6°. 
0.95.50 | 


— 15,7° (5e). 


a 


a pee 


D 1,382.4 — 
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Die Lésung wurde in Eisschrank gestellt, es bildete sich 
aber dabei kein Laminarinniederschlag; vgl. Laminaria 
Cloustoni. 

5h. Aus 200 g im November eingesammelten Materials 
wurde das Laminarin nach der Methode 3 extrahiert und ge- 
reinigt. Nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis wurde das 
Filtrat bis auf 100 ccm konzentriert und dann mehrere Tage 
in Eisschrank stehen gelassen. Kein Laminarinniederschlag 
wurde aber gebildet, und doch enthielt die Lésung sicher mehr 
als 13°/o Laminarin. Die L6ésung wurde deshalb durch Zusatz 
von 160 cem Alkohol gefallt, der Laminarinniederschlag ab- 
dekantiert (die abdekantierte Fliissigkeit nach 51 behandelt), 
in 50 cem Wasser gelést und dann durch mehrmaliges Fallen 
mit je drei Volumen Alkohol gereinigt. 3,5 g Substanz; Asche 
0,32°/o; 0.4798 g gaben 0,0016 g Asche. 

1,390 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 
Lésung 50 cem; Drehung in 4 dm-Réhre — 1,23°; die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 11,1°. 

oe Sua ad a = a om), 

51. Die in 5h abdekantierte Fliissigkeit (etwa 240 ccm) 
wurde durch Zusatz von 225 cem Alkohol gefillt, der Nieder- 
schlag in Wasser gelést und dann durch mehrmaliges Um- 
fiillen mit je vier Volumen Alkohol gereinigt. 9,5 g Substanz; 
Asche 0,12°/o; 0,4867 g gaben 0,0006 g Asche. 

1,430 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 
Losung 50 ecm; Drehung in 4 dm-Réhre — 1,60°; die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 14,0°. 


II 
Or —_ —«-—- 1,430 . 4 = -- 14,0 (5 i). 


6. Laminaria saccharina. 


6a. 700 g im August eingesammeltes Material wurde mit 
1500 ccm 70°/oigem Alkohol versetzt und drei Tage lang ex- 
trahiert. Das Material wurde dann abfiltriert, mit 1000 ccm 
70°/cigem Alkohol versetzt und noch drei Tage extrahiert. 
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Die vereinigten Extrakte wurden konzentriert und mit drei Vo- 
lumen Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde in 100 ccm 
Wasser gelist; die Lésung mit Salzsiiure angesiiuert und dann 
durch mehrmaliges Umfillen mit je drei Volumen Alkohol 
gereinigt. 8,1 g Substanz; Asche 0,12°/o; 0,4183 g gaben 
0,0005 g Asche. 

1,035 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 
Liésung 50 cem; Drehung in 4 dm-Réhre — 1,00°; die spezi- 
fische Drehung ist demnach — 12,1°. 

= — 1 oas a = — 12,1° (6a). 

6b. Das nach 6a behandelte Material wurde nach der 

Methode 1 extrahiert und das Laminarin nach dieser Methode 

gereinigt. Bei der Reinigung durch Umfiallen mit Alkohol wurde 

jedesmal vier Volumen Alkohol zugesetzt. 17,5 g Substanz; 
Asche 0,27°/0; 0,5066 g gaben 0,0015 g Asche. 

1,134 g, Asche abgerechnet, in Exsikkator getrocknet, 
wurden in Wasser gelést; Lésung 50 cem; Drehung in 4 dm- 
Réhre — 1,60°; die spezifische Drehung ist demnach — 17,7°. 

a = — WO-8 a3. 000 

1,103 g, Asche abgerechnet, bei -+ 110° getrocknet, 
wurden in Wasser gelist; Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm- 
Rohre — 1,58°; die spezifische Drehung ist demnach — 17,9°. 

a, = — CTOs TE = — 17,9° (6be). 

6c. Das Material aus 6b wurde weiter nach der Me- 
thode 2 extrahiert und das Laminarin nach dieser Methode 
gereinigt. Bei der Reinigung durch Umfiallen mit Alkohol wurde 
jedesmal vier Volumen Alkohol zugesetzt. 22,0 g Substanz: 
Asche 0,09°/o; 0,4724 g gaben 0,0004 g Asche. 

1,221 g, Asche abgerechnet, im Exsikkator getrocknet, 
wurden in Wasser gelést; Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm- 
Rohre — 1,29°; die spezifische Drehung ist demnach — 13,2°. 


1,29-50 _ 


ty = — qooy-g = — 13,29 (6 cr). 


D 
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1,200 g, Asche abgerechnet, bei -++ 110° getrocknet, 
wurden im Wasser gelist; Lésung 50 ecm; Drehung in 4 dm- 
\Ohre — 1,28°; die spezifische Drehung ist demnach — 13,3°. 














1,28 - 50 
a, = — ~~.— = — 13,3° (6c,). 
D 1,200. 4 ees 
Molekulargewichtsbestimmung. 
Konzen- | “efrier- Molekular- | Molekulargewicht berechnet 
tration | “gael ewicht | far 
’ erniedrigung _— | 17 (C,H,,0O;) -H,O 
4,532 0,030 2810 | 2772 
6,756 0,037 3396 te 
8,937 0,043 35866 | — 


Das Molekulargewicht dieser Laminarinmodifikation stimmt 
gut mit demjenigen der aus Laminaria digitata dargestellten 
Modifikation tiberein, deren spezifische Drehung — 13,7 be- 
trug: vgl. weiter die Erérterung S. 385. 

6d. Aus 100 g im November eingesammelten Materials 
wurde das Laminarin nach der Methode 3 extrahiert und ge- 
reinigt. Nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis wurde das 
Filtrat bis auf 60 cem konzentriert und mit 120 ccm Alkohol 
versetzt. Der zihe Laminarinniederschlag wurde abdekantiert 
(die abdekantierte Fliissigkeit nach 6e behandelt), in etwas 
Wasser gelist und durch mehrmaliges Umfillen mit je vier 
Volumen Alkohol gereinigt. 3,1 g Substanz; Asche 0,38°/o; 
0,3995 g gaben 0,0025 g Asche. 

0,951 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost; 
Losung 50ecem; Drehung in 4 dm-Réhre — 1,10°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 14,5°. 

a, = — me s — — 145° (6d). 

6e. Die in 6d abdekantierte Fliissigkeit (etwa 160 cem) 
wurde mit 160 cem Alkohol versetzt, der Laminarinniederschlag 
in Wasser geliést und durch mehrmaliges Umfiallen mit je sechs 
Volumen Alkohol gereinigt. 1,0 g Substanz; Asche 1,41°/o; 
0.2411 g gaben 0,0034 g Asche. 
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0,731 g, Asche abgerechnet, wurden in Wasser gelost. 


Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Réhre — 1,30°; die spe- 
zifische Drehung ist demnach — 22,3°. 
1,30-50 


a, = — 22,5° (6e). 


D™ ——«0,781- 4 
C. Verschiedene Laminarinmodifikationen. 


Es ist schon mehrmals hervorgehoben worden, dal es 
verschiedene Laminarinmodifikationen gibt, die sich 
von einander durch ihr Drehungsvermégen, ihr Mole- 
kulargewicht, ihre Léslichkeit in Wasser und ihre 
Fillbarkeit mit Alkohol unterscheiden. Hand in Hand 
mit einer Abnahme des numerischen Wertes der spezifischen 
Drehung geht eine Zunahme des Molekulargewichtes, eine Ab- 
nahme der Lislichkeit in Wasser und eine Zunahme der Fiil- 
barkeit mit Alkohol. 

Diejenige Laminarinmodifikation, die eine spezifische 
Drehung von — 32,5 besitzt, entspricht etwa der molekularen 
Zusammensetzung 6 (C,H,.O,)-H,O; bei einer spezifischen 
Drehung von — 22,2° ist die Zusammensetzung am _ ehesten 
12 (C,H,,0,) - H,O, und bei einer spezifischen Drehung von etwa 
— 13,5 am ehesten 17 (C,H,,0,;) -H,O. Doch ist zu bemerken, 
dab die beiden letzteren Bestimmungen ziemlich unsicher sind. 

Die Modifikation, die einer molekularen Zusammensetzung 
von 17 (C,H,,0.) - H,O entspricht und deren spezifische Drehung 
etwa — 13,5 betrigt, ist in kaltem Wasser leicht léslich. Die 
schwerloslichen Modifikationen miissen demnach ein noch groBeres 
Molekulargewicht und eine noch geringere spezifische Drehung 
besitzen. Wie grofi das Molekulargewicht der schwerléslichsten 
Laminarinmodifikation ist, weil ich nicht, es ist aber sicher 
sehr hoch; auch die spezifische Drehung (bei Zimmertemperatur) 
ist nicht genau bestimmt worden, der numerische Wert ist aber 
geringer als — 7°. 

Die hier besprochenen Modifikationen sind aber keine 
reinen, chemischen Individuen, sondern stellen Gemenge von 
verschiedenen, aber mit einander sehr nahe verwandten Kohlen- 
hydraten dar. 
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Die Modifikation, welche das geringste Molekulargewicht 
besitzt, ist in den untersuchten Fucoideen in verhaltnismabig 
geringen Mengen vorhanden. Nur bei Ascophyllum nodosum 
ist sie in etwas grOferen Mengen angehiuft, und doch ist die 
Gesamtmenge des Laminarins bei dieser Alge ziemlich gering. 
Bei Fucus serratus, F. vesiculosus und Laminaria sac- 
charina sind diejenigen Laminarinmodifikationen am _ reich- 
lichsten vertreten, die eine spezifische Drehung von durch- 
schnittlich — 15° bis — 20° besitzen; bei Laminaria digitata 
dagegen diejenigen, deren spezifische Drehung etwas — 12° 
betrigt. Die in kaltem Wasser schwerldsliche Modifikation 
habe ich nur bei Laminaria Cloustoni gefunden. 

Diejenige Modifikation, die der molekularen Zusammen- 
setzung von 6 (C,H,,0;) - H,O entspricht, laBt sich noch ziemlich 
gut durch Zusatz von Alkohol niederschlagen. Es gibt aber 
solche Modifikationen, die sich aus einer Lésung nicht aus- 
fiillen lassen, wenn diese auch zehn Volumen Alkohol (bei 
reichlicher Gegenwart von Kochsalz) enthilt: vgl. die Unter- 
suchung tiber die Zuckerarten der Fucoideen S. 369. 

Diese Modifikationen miissen ein niedrigeres Molekular- 
gewicht, als der Formel 6 (C,H,,0;)-H,O entspricht, besitzen, 
und ich glaube, dafs unter diesen auch eine vorliegt, welche 
die Zusammensetzung 2 (C,H,,0,)-H,O hat. Dies ist ein 
Disaccharid, welcher meiner Meinung nach den Ausgangspunkt 
der ganzen Laminarinreihe darstellt. Fiir diesen Disaccharid 
habe ich schon vorher (S. 370) den Namen Laminariose vor- 
geschlagen. Es ist mir aber nicht gelungen, diese Zuckerart 
herzustellen, die vorhergehende Auseinandersetzung scheint mir 
indessen erwiesen zu haben, daf} die Annahme des Vorkommens 
eines solchen Disaccharides eine theoretische Notwendigkeit 
ist; vgl. S. 370. 

In diesem Zusammenhang mochte ich mit einigen Worten 
eine Untersuchung von Krefting und Torup (1909, 8S. 151) 
iiber ein neues Kohlenhydrat bei den Laminaria-Arten be- 
sprechen. Dieses Kohlenhydrat, welches sich besonders da- 
durch kennzeichnet, daf es in warmem Wasser leicht léslich 
war, bei Abkiihlen aber wieder ausgefillt wurde, wurde von 
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Krefting in folgender Weise aus einer Laminaria-Art, die 
er als L. digitata bestimmte, extrahiert. Das getrocknete 
Material wurde mit einer kalten Auflésung von Barythydrat 
behandelt, welche Ba (OH), im UberschuB enthielt. Nach einem 
Tage wurde das Extrakt abfiltriert, mit Essigsaure angesauert 
und dann mehrere Tage bei einer niedrigen Temperatur stehen 
gelassen, wobei das Kohlenhydrat ausgefallt wurde. Zum Zwecke 
der weiteren Reinigung wurde es mehrmals aus warmem 
Wasser gefiilt. 

Die weitere Untersuchung dieser Substanz wurde von 
Torup bewerkstelligt. In bezug auf ihre Ldslichkeit fand 
dieser Forscher, dafi sie bei 0° unaufléslich ist; bei +- 10 be- 
triigt die Léslichkeit 1 auf 5000 Wasser, bei -+ 20° etwa 
1 auf 2000 Wasser; bei einer Temperatur von 50°—55° ist 
die reine Substanz in Wasser leicht léslich; in unreinem Zu- 
stande ist sie schon bei einer Temperatur von -+ 40° sehr 
leicht léslich. Das neue Kohlenhydrat gab keine Jodreaktion. 
Seine Lésung in Wasser ist linksdrehend. Die Substanz wird 
beim Kochen mit 2°/oiger Salzsiiure nach 2--2'/2 Stunden 
quantitativ in Dextrose umgewandelt. Als Name dieses Kohlen- 
hydrates wurde Kreftin vorgeschlagen (a.a.O., 5. 151, FuBnote). 

Es leuchtet ein, dafi das von Krefting und Torup dar- 
gestellte neue Kohlenhydrat mit derjenigen Laminarinmodifi- 
kation identisch ist, die ich bei Laminaria Cloustoni 
gefunden habe. Bei Laminaria digitata fehlt aber diese 
Modifikation. Krefting hat diese beiden Arten verwechselt: 
er hat L. Cloustoni, nicht, wie er behauptet, L. digitata 
untersucht. Dieser Forscher behauptet auch, daf das neue 
Kohlenhydrat bei der untersuchten Laminaria-Art nur im 
November, nicht aber im August vorkommt. Diese Behauptung 
steht wahrscheinlich damit in Zusammenhang, daB die Menge 
dieses Kohlenhydrats im November groéfer ist als im August, 
und daf es deshalb leichter ist, das Kohlenhydrat aus im 
November eingesammeltem Materiale herzustellen, als aus im 
August eingesammeltem. — Bei meinen Untersuchungen iiber 
Laminaria Cloustoni habe ich nur im August eingesammeltes 
Material zur Verfiigung gehabt; es ist mir aber gelungen nach- 
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zuweisen, dafi die schwerlésliche Laminarinmodifikation bei 
der in Rede stehenden Alge auch wahrend dieser Jahreszeit 
vorkommt. 

Hinsichtlich der von Krefting benutzten Extraktions- 
methode ist nur zu sagen, dai sie zum Zwecke der Dar- 
stellung des Kohlenhydrates nicht besonders geeignet ist, und 
zwar eben deshalb, weil es nicht gelingt, alle schleimigen 
Membranbestandteile durch Zusatz von Barythydrat zu binden. 
Diese schleimigen Bestandteile werden erst von Bleiessig vollig 
entfernt. 

Auch eine Untersuchung von Hansteen (1892, S. 344) 
ist in diesem Zusammenhang mit einigen Worten zu beriihren. 
Nach diesem Forscher sollen die Fukosanblasen oder, wie er 
sie nennt, Fukosankérner aus einem Kohlenhydrat bestehen, 
das der Gruppe (C,H,,0;)n angehort. Diesen Stoff nennt er 
Fukosan. Er extrahierte das Fukosan aus Fucus serratus, 
indem er die zerhackten Thallusteile in destilliertem Wasser 
72 Stunden lang bei einer Temperatur von 75° extrahierte. 
Das Extrakt wurde mit Bleizucker gefallt, mit Schwefelwasser- 
stoff entbleit, und nach dem Abfiltrieren des Schwefelbleis 
bis auf etwa 14/10 seines urspriinglichen Volumens eingeengt. 
Die auf diese Weise erhaltene Lésung wurde entweder mit 
Alkohol nach Anséuerung mit Salzsiure, oder mit Alkohol- 
iither nach Anséuerung mit Essigsiéure gefillt. Der Nieder- 
schlag soll aus dem genannten Kohlenhydrat Fukosan bestehen. 
Schon bei einer friiheren Gelegenheit habe ich aber darauf 
aufmerksam gemacht (Kylin, 1913, 5. 179), daB der Nieder- 
schlag ein Gemenge von zwei verschiedenen Kohlenhydraten 
darstellt. Er besteht naimlich einerseits aus Laminarin, anderer- 
seits aus einem Membranstoff, das Fukoidin, welches durch 
Zusatz von Bleizucker aus dem wisserigen Extrakte nicht zu 
entfernen ist. Belege fiir die Richtigkeit dieser Behauptung 
kénnen wir aus Hansteens oben erwahnter Arbeit entnehmen. 
Er hat namlich die spezifische Drehung seines Fukosans auf 
— 43,4° bestimmt. Nun betragt aber die spezifische Drehung 
des bei Fucus serratus vorkommenden Laminarins durch- 
schnittlich — 15° bis — 20°, das Fukoidin ist aber sehr stark 
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linksdrehend (a, etwa — 220°), und sicher bestand demnach 
das Hansteensche Fukosan aus einer Mischung von Lami- 
narin und Fukoidin. — In meinem Sinne des Wortes ist das 
Fukosan ein mit den Gerbstoffen verwandter Stoff; vgl. Kylin 


1912 und 1913. 


D. Die Einwirkung der Diastase auf Laminarin. 


Die Diastaseldsung wurde durch Extrahieren von Malz 
in Wasser dargestellt. Sie verzuckerte schnell eine Stirke- 
lisung. Von der Diastaseldsung wurden 10 ccm abgemessen 
und mit 20 ccm einer Laminarinldsung aus Laminaria 
saccharina (—0,55° in 2 dm-Rohre) versetzt. Einzelheiten 
sind aus der Tabelle zu entnehmen. Die Versuche wurden im 
Warmeschrank bei -+- 35° stehen gelassen. 








Drehung in 2 dm-Rohre 
nach nach | nach 
O Stund. | 15 Stund. | 40 Stund. 





10 ccm Malzextrakt (ungekocht) | 
-++- 20 ccm Lam.-Lésung | -+- 0,15°| + 0,45°| +- 0,80° 
| | 


10 >» > (gekocht) | | 
+- 20 ccm Lam.-Lésung | + 0,15° + 0,15°| + 0,15° 
10 >» > (ungekocht) | | 





-+- 20 ccm Wasser .. | + 0,55°| -+- 0,50°| ++ 0,45° 


Aus den oben gegebenen Angaben ist ohne weitere 
Erorterungen die Tatsache zu entnehmen, dafi das Laminarin 
von Diastase aus Malz verzuckert wird. 

Mehrere Versuche habe ich gemacht, teils aus getrock- 
neten, zerkleinerten, teils aus frischen, zerschnittenen Thallus- 
teilen von Ascophyllum nodosum, Fucus serratus und 
Laminaria digitata ein Enzym zu extrahieren, welches das 
Laminarin verzuckern k6énnte, aber immer mit negativem 
Erfolg, und doch scheint es mir vollkommen sicher, dab ein 
soleches Enzym wirklich in den untersuchten Fucoideen vor- 
handen ist. Die ungeheueren Mengen schleimiger Membran- 
bestandteile machen aber die einschlagigen Untersuchungen 
sehr schwierig, und sind Schuld daran, dali ich keinen Er- 
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folg erzielt habe. Wahrscheinlich ist in den Fucoideen ein 
besonderes Enzym ausgebildet worden, welches die Aufgabe 
hat, das fir einige Fucoideen eigentiimliche Kohlenhydrat 
Laminarin zu spalten. 

Torup (siehe Krefting und Torup, 1909, S. 155) ist 
es aber gelungen, aus frischer Laminaria ein Enzym zu 
extrahieren, welches das Laminarin in Dextrose verwandelt. 
Nach diesem Forscher soll das Laminarin von Ptyalin oder 
von Diastase aus Pankreas oder Malz nicht angegriffen werden. 


E. Quantitative Bestimmung des Laminarins. 


Die Laminarinmengen der untersuchten Fucoideen habe 
ich in folgender Weise zu bestimmen versucht. 

10g an der Luft getrocknetes, zerkleinertes Material 
wurden mit 500cem Wasser versetzt, eine Stunde in siedendem 
Wasserbade gekocht und dann bis zum néchsten Tag stehen 
gelassen. Nach dem Abdekantieren des Extraktes wurde das 
Material noch einmal auf dieselbe Weise mit 500 ccm Wasser 
extrahiert, dann abfiltriert und gut ausgewaschen. Die ver- 
einigten Extrakte wurden konzentriert, mit Bleiessig gefiallt 
und auf 100 ccm ergiinzt. Nach dem Abfiltrieren wurde die 
optische Drehung des Filtrates bestimmt. Von dem Filtrate 
wurden 40 cem abgemessen, mit Schwefelsiiure bis etwa 5°/o 
versetzt (mit Riicksicht darauf, dah die Fliissigkeit eine nicht 
unbedeutende Menge Bleiacetat enthielt) und vier Stunden in 
siedendem Wasserbade gekocht. Nach der Hydrolyse wurde 
Wasser bis genau 40 ccm zugesetzt und das Bleisulfat abfil- 
triert. Das Filtrat wurde dann in bezug auf sein Drehungs- 
vermogen und seine Reduktionsfiihigkeit (nach Fehling) unter- 
sucht. Die Reduktionsfihigkeit gibt an, wieviel Zucker (Dextrose) 
nach der Hydrolyse vorhanden ist, und da das Laminarin 
wihrend der Hydrolyse quantitativ in Dextrose umgewandelt 
worden ist, ist die Reduktionsfahigkeit auch ein Mafstab fir 
die Laminarinmenge, die vor der Hydrolyse vorkam, und mit 
Riicksicht auf die extrahierte Materialmenge und das Volumen 
des mit Bleiessig gefillten Extraktes lat sich die Laminarin- 
menge in Prozent des Trockengewichts berechnen. 
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Zu dieser Bestimmung ist zu bemerken, dab die geringe 
Menge Dextrose, die vor der Hydrolyse vorhanden ist, als 
Laminarin berechnet wird. Die Bestimmung gilt eigentlich fiir 
die Summe der von Bleiessig nicht fallbaren Kohlenhydrate; 
da aber die Dextrosemenge sehr gering ist, ist diese Summe 
als der des Laminarins gleich zu betrachten. Noch zu_ be- 
merken ist, dafi beim Zusatz des Bleiessigs eine grofe Menge 
Niederschlag gebildet wird, was es schwierig macht, die Extrakt- 
menge bis 100 ccm genau nachzufiillen. Es wiire vielleicht 
besser, die Extraktmenge bis 150 oder 200 ccm zu ergiinzen. 

Die Angaben der quantitativen Laminarinbestimmung sind 
in der Tabelle 4 zusammengestellt. Die Laminarinmengen sind 
auf Grund der Angaben der Reduktionsfihigkeit nach der Hy- 


drolyse berechnet. 


Tabelle 4. 


Quantitative Bestimmung des Laminarins. 





























Trocken-]| Ex- Oplische Drehung Zuckermenge Lami- 
gewicht ; ; in °/o berech-|  yarin- 
Materials| menge] vor der |nach der} Oh eo Mpewod 
= : Dre- | fahig- . : 
g cem |llydrolyse |Hydrolyse ane | keit gewichtes 
| 
Ascophyllum nodosum 8,74 100 | — 0,25°; + 0,64°] 0,61 | 0,62 7,1 
Fucus serratus .. . 8,82 100 | — 0,68°; + 1,80°] 1,71 | 1,70 19,3 
>» vesiculosus 8,92 100 | — 0,27°; -- 0,68°] 0,65 | 0,67 7,5 
Laminaria digitata. . 8,84 100 | — 0,419 | +- 2,03°] 1,93 | 1,88 21,4 
» saccharina | 8,99 | 100 | — 1,05°| + 3,359} 3,18 | 3,14 | 35,0 
> > 8,98 200 | — 0,52°| + 1,589} 1,50 1,50 33,4 


Die Angaben der Laminarinmengen gelten fiir im August 
eingesammeltes Material. 

Aus den Angaben geht hervor, dafi die Laminarinmenge 
am reichlichsten bei Laminaria saccharina ist, welche Alge 
etwa 34°/o Laminarin enthilt. L. digitata und Fucus serra- 
tus enthalten auch bedeutende Laminarinmengen, beziehungs- 
; weise etwa 21 und 19°/o, wéhrend die beiden Arten Fucus 
vesiculosus und Ascophyllum nodosum nur verhiltnis- 
mafig geringe Mengen, etwa 7°/o, enthalten. 
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Die Tabelle 4 bietet aber auch in einer anderen Be- 
ziehung als fiir die quantitative Laminarinbestimmung ein be- 
sonderes Interesse dar. Man beobachte, dafi die nach der 
Hydrolyse auftretenden Zuckermengen, als Dextrose berechnet, 
innerhalb der Fehlergrenzen dieselben Werte haben, ob sie 
nun nach der optischen Drehung oder nach der Reduktions- 
fiihigkeit berechnet werden. Aus dieser Tatsache muff man 
den Schluf ziehen, daf nur Dextrose vorhanden ist, und daf 
Liivulose nicht beigemischt sein kann. Die Angaben in der 
Tabelle 4 bestétigen also die friiher gemachte Behauptung, 
dafi Lavulose und Rohrzucker, welche Zuckerart bei der Hy- 
drolyse Dextrose und Livulose gibt, bei den untersuchten 
Fucoideen nicht vorhanden sind; vgl. S. 367. 


EF. Die physiologische Bedeutung des Laminarins. 


In meinem friiheren Aufsatz «Zur Biochemie der Meeres- 
algen» habe ich die Meinung ausgesprochen, daB das Laminarin 
einen Reservestoff darstellt, welcher physiologisch der Stirke 
der hdheren Pflanzen entspricht, und ich mochte in diesem 
Zusammenhang diese Behauptung etwas néher erodrtern. Am 
besten scheint es mir, zuerst mit einigen Worten die Lebens- 
verhiiltnisse der Laminaria-Arten zu besprechen, und zwar 
mit besonderer Riicksicht auf die beiden Arten Laminaria 
digitata und Laminaria saccharina und auf ihr Auftreten 
an der schwedischen Westkiiste. 

Die Laminaria-Arten sind mehrjiihrige Algen, aber nur 
das Heftorgan und der Stamm sind perennierend, das Blatt 
wird dagegen einmal des Jahres gewechselt. Der Blattwechsel 
findet wiihrend des Winters statt. Im November findet man 
schon Individuen, bei denen das junge Blatt, welches sich 
zwischen das alte Blatt und den Stamm einschaltet, etwa 
dezimeterlang ist. Wiahrend der Wintermonate wiichst das 
junge Blatt mehr und mehr, das alte Blatt wird dagegen nach 
und nach aufgelést. Ende Marz oder spiatestens im April hat 
das junge Blatt beinahe seine definitive Gréfe erreicht und 
von dem alten Blatte sind nur geringe HReste iibrig. 
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Der Winter ist auch die Zeit der Fortpflanzung unserer 
Laminaria-Arten. Schon Mitte Oktober habe ich Sporangien- 
sori mit entwickelten Schwirmzellen gesehen. Die Sporangien- 
entwicklung setzt dann wiihrend des ganzen Winters fort und 
noch im April findet man an den vorhandenen Resten des 
alten Blattes Sporangiensori. 

Wihrend des Winters geht demnach der Zuwachs und 
die Fortpflanzung von statten. Also findén zwei Lebenstiitig- 
keiten, die eine reichliche Zufuhr organischer Nahrung fordern, 
wiihrend einer Zeit statt, wo die Neubildung soleher Nahrung 
sehr gering ist und zu Zeiten sicher vollkommen stillsteht. 
Die Laminaria-Arten miissen demnach wihrend einer anderen 
Jahreszeit diejenigen Mengen organischer Nahrung bereiten, 
die sie im Winter fiir den Zuwachs und die Fortpflanzung 
notig haben. Im Friihling ist das junge Blatt ausgebildet, der 
Sommer ist die Zeit der Assimilation, die Zeit der Bildung 
organischer Nahrung, und im Herbst ist das Blatt mit reich- 
lichen Mengen Reservestoffe versehen, die wiihrend des Winters 
verbraucht werden. Der wichtigste dieser Reservestoffe ist das 
Laminarin und ich habe schon erwiesen, dali die Laminaria- 
Arten im August grofBe Mengen Laminarin enthalten. Es er- 
iibrigt aber noch zu beweisen, dai das Laminarin wiéhrend 
des Winters verbraucht wird und daf das junge Blatt keine 
erwahnenswerten Mengen davon enthiilt. 

Ende Mirz eingesammelte Laminaria wurde in bezug 
auf ihren Gehalt von Laminarin analysiert und zwar sowohl 
das alte wie das junge Blatt. Von den alten Blattern wurden 
die mehr oder weniger aufgelésten Randpartien weggeschnitten 
und von den jungen Blattern nur das mittlere Drittel ver- 
wendet. Das Material wurde dann auf die schon oben be- 
schriebene Weise analysiert.  ' 

Durch die Angaben in Tabelle 5 ist demnach erwiesen, 
daf das Laminarin im Laufe des Winters verbraucht wird 
und dafi das junge Blatt nur sehr geringe Laminarinmengen 
enthailt. Das Laminarin ist also ein Reservestoff, der 
wihrend des Sommers gebildet, wihrend des Winters 
dagegen zum Zwecke des Zuwachses und der Fort- 
pflanzung verbraucht wird. 
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Tabelle 5. 


(Juantitative Bestimmung des Laminarins. Material Ende Marz eingesammelt. 



































Trocken-]| Ry- | Optische Drehung |Zuckermenge — 
gewicht |... 7 in 2 dm-Rohre_ [in °/o berech- rang 
des trakt : net nach der  . - 
Materials | Menge} vor der | nach der] optischen Ses 
Hydrolyse Hydrolyse| Drehung | 10¢ken- 
g cem y ro aad y ro yse re 1ung gewichtes 
Laminaria digitata | 
altes Blatt .. 9,06 200 | — 0,04°) + 0,10° 0,10 2,0 
Laminaria digitata | 
junges Blatt. . 9,24 200 | — 0,06°; + 0,06° 0,06 1,3 
Laminaria saccharina | 
altes Blatt .. 9,06 200 | — eal +- 0,04° 0,04 0,9 ; 
Laminaria saccharina F 
junges Blatt. . 9,16 200 - 0,01° | + 0,02° 0,02 0,4 


Bei den Laminaria-Arten kommt aber auch Mannit 
(etwa 7°/o) vor und dieser Stoff ist ebenfalls als ein Reserve- 
stoff zu betrachten. 

Ascophyllum nodosum, Fucus serratus und F. ve- 
siculosus enthalten aufer Laminarin und Mannit auch Fett 
(vgl. Kylin, 1912, S. 22). Die Fettmengen sind besonders bei | 
Ascophyllum reichlich und ersetzen wesentlich das Laminarin, 
von welchem Stoff im August nur etwa 7°/o vorhanden ist. 
Fucus vesiculosus entbielt auch nur etwa 7°/o Laminarin, 
aber geringere Mengen Fett als Ascophyllum, was damit in 
Zusammenhang steht, daB die Fortpflanzung bei der letzteren 
Art im Winter und Friihling vonstatten geht, bei Fucus vesi- 
culosus dagegen wesentlich in die Sommermonate verlegt ist. 
Die Fettmengen bei Fucus serratus und Fucus vesicu- 
losus sind einander etwa gleich, die erstere Art ist aber viel 
reicher an Laminarin als die letztere, was wohl darauf beruht, 
daf die Fortpflanzung bei Fucus serratus im Winter stattfindet. 

Es eriibrigt jetzt, mit einigen Worten den Assimilations- 
prozefi der Fucoideen zu besprechen. 

In bezug auf die Florideen wurde schon friher (S. 362) 
darauf hingewiesen, dab diese Algen bei ihrer Assimilation ein- 
fache Zuckerarten bilden, dafi der Zucker sich aber schnell 
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zu Stirke kondensiert. Die Florideen stimmen demnach wesent- 
lich mit denjenigen hdheren Pflanzen tiberein, die sogenannte 
«Stirkeblatter» besitzen. 

Die Fucoideen bilden aber nie Stirke, und sie 
kénnen also hinsichtlich ihres Assimilationsprozesses nicht unter 
die «Stirkeblitter» eingereiht werden. Es gelingt aber auch 
nicht, diese Algen unter die «Zuckerbliitter» einzureihen, da 
Zucker nie angehiiuft wird, sondern nur in sehr geringen Mengen 
vorkommt. Die Fucoideen miissen deshalb als ein neuer Typus 
aufgestellt werden. Die Assimilationsprodukte sind bei 
den Fucoideen in ihnlicher Weise wie bei den hoheren 
Pflanzen und den Florideen einfache Zuckerarten, 
diese werden aber niemals angehiduft, sondern schnell 
kondensiert, aber nicht zu Starke wie in den «Stiarke- 
blaittern», sondern zu einem Gemenge mit einander 
nahe verwandter Kohlenhydrate, welches Gemenge 
Laminarin genannt worden ist. Das Laminarin ver- 
tritt bei den Fucoideen die Stirke der «Starkeblitter >. 

Die Frage, welche Stoffe die Pflanzen bei ihrer Assimi- 
lation bilden, wurde von Schimper (1885, S. 787) hinsichtlich 
der héheren Pflanzen folgendermafen beantwortet: «Uberall im 
Assimilationsprozef} wird Glykose gebildet». In der vorliegen- 
den Untersuchung habe ich nachweisen kénnen, daf diese Be- 
hauptung von Schimper auch in bezug auf die Florideen und 
die Fucoideen richtig ist, und ich méchte jetzt einen Schritt 
weiter gehen, indem ich behaupte, da einfache Zucker- 
arten im Assimilationsprozef aller Pflanzen gebildet 
werden, und dafi die einfachen Zuckerarten die einzigen 
Stoffe sind, die im richtigen Sinne des Wortes als 
Assimilationsprodukte zu bezeichnen sind. 

Ich will auch darauf hinweisen, daf die in den letzten 
zehn Jahren besonders von Willstatter betriebenen Unter- 
suchungen tiber die Chromatophorenfarbstoffe der Pflanzen das 
interessante Ergebnis gebracht haben, daf Chlorophyll in allen 
assimilierenden Pflanzen vorhanden ist, soweit sie bisher unter- 
sucht worden sind, und ich glaube jetzt behaupten zu kénnen, 
dai alle chlorophyllfiihrenden Pflanzen bei ihrer 
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Photosynthese als Assimilationsprodukte einfache 
Zuckerarten bilden. 

Die Assimilationsprodukte, d. h. die einfachen 
Zuckerarten, werden dann bei den verschiedenen 
Pflanzen in verschiedenen Weisen weiter zu Reserve- 
stoffen verarbeitet. Eine grofe Anzahl hoherer Pflanzen 
bilden Stirke (die «Starkeblatter»), andere bilden dagegen gar 
nicht oder nur geringe Mengen Stirke (die «Zuckerblatter> ) 
aber wahrscheinlich andere amorphe, wasserlésliche Kohlen- 
hydrate. Die Untersuchungen sind aber auf diesem Gebiete viel 
zu liickenhaft, um etwas sicheres sagen zu kénnen. Neue Unter- 
suchungen wiren sehr erwiinscht. Ich will nur daran erinnern, 
dafi die Liliaceen, die im allgemeinen Stirke nicht bilden, 
teservestoffe inulinartiger Natur besitzen, dai aber meines 
Wissens die Frage noch lange nicht erledigt ist, inwiefern 
diese Stoffe schon in den Blattern auftreten. 

Bei den Chlorophyceen treten teils Starke, teils Fett als 
Reservestoffe auf, bei den Florideen Starke (Florideenstarke), 
bei den Fucoideen, soweit sie bisher untersucht worden sind, 
Laminarin') und bei einigen auch Fett. Den Literaturangaben 
nach zu urteilen tritt Fett als Reservestoff bei Diatomeen 
auf; bei Cyanophyceen ist Glykogen nachgewiesen worden. 

Ich kann nicht umhin, in diesem Zusammenhang auch 
mit einigen Worten die so genannten Fukosanblasen zu be- 
sprechen. — Hinsichtlich der Literaturangaben verweise ich 
auf meinen Aufsatz «Uber die Inhaltskirper der Fucoideen>. 

Die Fukosanblasen, von Hansteen (1892) Fukosan- 
korner, von Crato (1892) Physoden genannt, werden besonders 
durch folgende mikrochemische Reaktionen gekenntzeichnet. 

1. Sie werden von Vanillinsalzsaéure rot gefiarbt. 


') Es ist zu bemerken, dafi nur mehrjahrige Fucoideen untersucht 
worden sind. Bei den Untersuchungen tiber das Vorkommen von Mannit 
habe ich einige Beobachtungen gemacht, die mir dafiir zu sprechen 
scheinen, dafs Laminarin nicht bei allen Fucoideen vorhanden ist, z. B. 
nicht bei Halidrys siliquosa, Chorda filum, Spermatochnus 
paradoxus (die beiden letzteren sind einjihrige Algen). Sicheres kann 
ich aber in dieser Beziehung nicht sagen. Neue Untersuchungen sind 
dringend nétig, es fehlt mir aber gegenwiartig an Material. 





























. . . , ¢ 
Untersuchungen tiber die Biochemie der Meeresalgen. 403 


2 Sie werden von Osmiumsiiure geschwiirzt, oder wenn 
sie bei Zusatz dieses Reagens zerplatzen, wird der ganze Zell- 
inhalt geschwiirzt. 

3. Sie speichern lebhaft Methylenblau und Methylviolett an. 

Die Fukosanblasen enthalten wahrscheinlich mehrere in 
Wasser geliste Stoffe, es ist aber ein bestimmter Stoff, der 
die oben erwiihnten mikrochemischen Reaktionen veranlaBt. 
Diesen Stoff habe ich Fukosan genannt, und habe auch nach- 
weisen kénnen, daf er mit den Gerbstoffen verwandt ist, und dab 
es eben dieser Stoff ist, der bei seiner Oxydation zur Ent- 
stehung der braungefiirbten Produkte fiilrt, die Phykophain 
genannt worden sind. 

Nach Hansteen (1900, S.611) entstehen die Fukosan- 
blasen dadurch, dafi unter der Einwirkung des Lichtes an der 
Oberfliiche der Chromatophoren kleine lichtbrechende Kérnchen 
sich bilden, die dann abgeschniirt und in das Protoplasma 
hinausgeftihrt werden. Betreffs der Entstehung der Fukosan- 
blasen bei Dictyota schreibt Hunger (1902, S. 72): «Auch 
hier beobachtet man mit ein wenig Geduld sehr deutlich, dab 
die Neubildung der «Inhaltskérper» an der Oberfliche des Phaeo- 
plasten durch vorherige Anschwellung und darauffolgende Ab- 
schnirung eines kleinen, lichtbrechenden Gebildes vor sich geht». 
Die direkte Beobachtung, daf eine Fukosanblase von einem 
Chromatophoren sich abgeschniirt hiitte, habe ich nicht gemacht, 
wohl aber andere Beobachtungen, die fiir die Richtigkeit der 
Ansicht von Hansteen und Hunger zu sprechen scheinen. 
Die jungen Fukonsanblasen vergréfern sich wahrscheinlich 
dadurch, dafi mehrere mit einander zusammenschmelzen. Die 
groBeren Fukosanblasen befinden sich z. B. bei ASperococcus 
bullosus und Pylaiella litoralis in einer traubenformigen 
Ansammlung in der Mitte der Zelle, in den Assimilationszellen 
der Fucus-Arten dagegen im duferen Teile derselben; die 
Chromatophoren sind zu dem hinteren Teile der Zelle verdriingt. 

Hansteen behauptet, die Fukosankiérner bestinden aus 
einem Kohlenhydrat, das er Fukosan nennt, und stellten das 
Assimilationsprodukt dar. Insofern will ich Hansteen recht 
geben, als die Bildung der Fukosanblasen (Fukosankérner) in 
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irgend einer Beziehung zu dem Assimilationsprozef steht, der 
charakteristische Inhalt der Blasen, das Fukosan, ist aber kein 
Kohlenhydrat und stellt nicht das Assimilationsprodukt dar. 

Wahrscheinlich nehmen die Fukosanblasen wiihrend ihrer 
Entstehung das Laminarin auf, welches sich in den Chromato- 
phoren gebildet hat, und fiihren es aus diesen in die Zelle 
hinaus. Das Laminarin bleibt aber nicht in den Fukosanblasen 
eingeschlossen, sondern tritt heraus und wandert von den 
Assimilationszellen zu dem Speicherungsgewebe. Die Fukosan- 
blasen wandern nicht von Zelle zu Zelle. Um sicher entscheiden 
zu kénnen, ob das Laminarin sich dabei zuerst zu Dextrose 
spaltet oder als Laminarin wandert, fehlt es mir an Beobach- 
tungen. Im Speicherungsgewebe wird das Laminarin maga- 
ziniert. Es ist nicht notwendig, dali es dabei wieder von 
Fukosanblasen aufgenommen wird. In den besonders laminarin- 
reichen Laminaria-Arten sind die Fukosanblasen nur spiirlich 
vorhanden und fehlen beinahe vollkommen im Speicherungs- 
gewebe. Ascophyllum nov +sum und Fucus vesiculosus 
besitzen eine reiche Menge Fukosanblasen, haben aber nur 
verhiiltnismabig geringe Mengen Laminarin. 


VII. Die Membranbestandteile der Fucoideen. 


1. Fukoidin. 


Mit dem Namen Fukoidin habe ich (1915, S. 193) einen 
bei den Fucoideen vorkommenden Membranschleim bezeichnet, 
welcher aus einer wiisserigen L6sung nicht von Bleizucker, 
wohl aber von Bleiessig gefallt wird. 

Diese Substanz kommt besonders reichlich bei den 
Laminaria-Arten vor, und stellt eben denjenigen sehr schlei- 
migen Stoff dar, der in den Schleimkaniilen dieser Algen vor- 
handen ist. Es ist auch allen Algologen wohl bekannt, daB 
aus den frisch zerschnittenen Blattern der Laminaria-Arten 
ein fadenzichender, schleimiger Stoff hervorquillt. Dieser Stoff 
ist eben Fukoidin. 

Auber bei den Laminaria-Arten ist das Fukoidin in 
reichlichen Mengen bei Fucus serratus vorhanden, etwas 
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weniger reichlich bei Fucus vesiculosus, Bei Ascophyllum 
nodosum kommt es dagegen nur in geringen Mengen vor. 

Zum Zwecke des besseren Verstiindnisses der folgenden 
Darstellung ist schon hier zu bemerken, dal das Fukoidin 
das Calciumsalz einer Siiure ist, die ich Fukoidinsdure nenne. 
Als Material fiir die Herstellung des Fukoidins hake ich Lami- 
naria digitata gebraucht. 

Wird getrocknetes, zerkleinertes Material mit Wasser 
iibergossen, quillt es sehr stark auf, und man bekommt eine 
iiuBerst schleimige, wiisserige Losung, die sich garnicht filtrieren 
liBt. Das Fukoidin ist fiir die Schleimigkeit in ersterer Linie 
verantwortlich. Wird dagegen das Material in siedendem 
Wasserbade extrahiert, erhilt man ein Extrakt, das freilich 
ziemlich schleimig ist, aber bedeutend weniger als beim Extra- 
hieren bei Zimmertemperatur und das sich filtrieren lift, wenn 
auch ziemlich langsam., Diese Erscheinung erkliire ich auf 
folgende Weise. Beim Erhitzen im siedenden Wasserbade wird 
das Fukoidin, d. h. das Calciumsalz der Fukoidinséure, nach 
und nach in ein Alkalisalz umgesetzt, und die Schleimigkeit 
des Alkalisalzes ist bedeutend geringer als die des Calcium- 
salzes. 

Das Fukoidin ist in Alkohol von 20—30°/o ziemlich 
loslich, und man erhiilt deshalb, wenn man getrocknetes Ma- 
terial mit Alkohol von dieser Stiérke versetzt, nach und nach 
ein iiuBerst schleimiges Extrakt. In diesem Falle werden die 
Membranbestandteile Algin und Fucin, die ich unten besprechen 
werde, nicht gelist. Versetzt man die alkoholische Lésung 
mit Baryumacetat, erhilt man einen voluminésen Niederschlag, 
der aus dem Baryumsalz der Fukoidinsiiure besteht (vgl. die 
Methode 2 fiir die Laminarindarstellung S. 373). Das Fukoidin 
ist in Alkohol von 50°/o Stiirke noch nicht vollkommen un- 
lOslich. ! 

Wird getrocknetes, zerkleinertes Material mit Liésungen 
von Baryum- oder Kupfersalzen oder mit neutralem Bleiacetat 
behandelt, quillt es ebenfalls bedeutend auf, nicht aber in so 
hohem Grade wie bei der Behandlung mit Wasser. Das Fukoidin 
wird auch in diesen Fiillen extrahiert, da die Fukoidinsiure 
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bei Behandlung mit den erwahnten Salzen keine wasserunlis- 
lichen Verbindungen gibt. Wird anstatt neutralen Bleiacetats 
basisches verwendet, quillt das Material nicht auf, und das 
Fukoidin geht nicht in Loésung. Diese Beobachtungen besti- 
tigen die oben angefiihrte Angabe, daf eine wiisserige Fukoidin- 
l6sung nicht von Bleizucker, wohl aber von Bleiessig gefiillt 
wird. Zu bemerken ist aber, dafS das Fukoidin aus einem bei 
Zimmertemperatur dargestellten Extrakte bei Zusatz von Blei- 
zucker zum groben Teile niedergeschlagen wird. Dies steht 
wahrscheinlich damit im Zusammenhang, dafB es von anderen 
von Bleizucker erzeugten Niederschliigen mitgerissen wird. 

Siiuert man eine bei Zimmertemperatur dargestellte 
Fukoidinlésung mit Salzsiiure an, so geht die Schleimigkeit in 
hohem Grade verloren. Diese Erscheinung erkliart sich dadurch, 
dai die Salzsiiure die Fukoidinsiure frei macht, und daB die 
Schleimigkeit der freien Siéure bedeutend geringer ist als die 
des Calciumsalzes (d. h. des Fukoidins). 

Die Fukoidinlésung wird von FeCl, gefillt. Der Nieder- 
schlag ist in Essigsaure schwer ldslich, lést sich aber leicht 
in Salzsiure. 

Die Fukoidinldsung wird von Leimlésung nach Zusatz 
von KEssigsiiure gefillt; der Niederschlag ldést sich bei Zusatz 
von gesattigter NaCl-Lésung wieder auf. Eine geringe Menge 
Kochsalz ist fiir die Entstehung des Niederschlages unbedingt 
notwendig. 

Das Fukoidin mdglichst frei von anderen organischen 
Verbindungen herzustellen, habe ich in folgender Weise ver- 
sucht. Getrocknetes, zerkleinertes, schon vorher in 50°/oigem 
Alkohol extrahiertes Material wurde mit einer grOBeren Menge 
Alkohol von 20°/o Stiirke versetzt, wahrend einiger Tage mehr- 
mals durchgeschiittelt, und dann eine langere Zeit (3 Monate) 
stehen gelassen. Das vollkommen klare, etwas braungelblich 
gefiirbte Extrakt wurde abgegossen (an ein Filtrieren war 
nicht zu denken) und mit dreiviertel Volumen Alkohol versetzt, 
wodurch das Fukoidin niedergeschlagen wurde. Der Nieder- 
schlag wurde durch ein Seidentuch abfiltriert, in Wasser wieder 
gelist und durch Zusatz von einem Volumen Alkohol ausgefallt. 

















y ** ° ° . Z - 
Untersuchungen iiber die Biochemie der Meeresalgen. 404 


Dies Verfahren wurde, um das Laminarin so gut wie mdglich 
zu entfernen, noch ein paarmal wiederholt. Ktwas Kochsalz 
muBte dabei auch zugesetzt werden, um einen Niederschlag 
zu erzeugen. Der Niederschlag wurde schlieblich ausgeprebt 
und getrocknet. 0,5 g Substanz; 28,9°/o Asche; 0,0969 g gaben 
0,0280 g Asche. Die Asche bestand hauptsichlich aus Sulfaten; 
etwas Calciumearbonat war auch vorhanden. 

0,092 g, Asche abgerechnet, im Exsikkator getrocknet, 
wurden in Wasser gelist; LOsung 50 cem; Drehung in 2 dm- 
Réhre — 0,81; die spezifische Drehung ist demnach — 220°, 

0,81 - 50 ; 
1 = — 0,092 - 2 = — 220°. 


0,097 g, Asche abgerechnet, bei 110° getrocknet, wurden 
in Wasser gelést; Lésung 50 ccm; Drehung in 2 dm-Ro6hre 
—(0,85°; die spezilische Drehung ist demnach — 219°. 

er 0,83 - 50 — _ 9190 
” 0,097 . 2 

Die spezifische Drehung des Fukoidin oder richtiger die 
eder Fukoidinséiure betraigt demnach etwa — 220°. Die Sub- 
stanz kann ohne Veriinderung der optischen Drehung bei 
-+- 110° getrocknet werden. Dies ist besonders hervorzuheben, 
weil die Schleimigkeit der Lésung derjenigen Substanz, die 
bei -+- 110° getrocknet worden war, bedeutend geringer war 
als die der LOsung der im Exsikkator getrockneten Substanz. 
Die letztere Lo6sung wurde mit drei Tropfen Salzsiiure ange- 
siuert und mit dem Glasstab umgeriihrt. Die grofe Schleimig- 
keit ging dabei schnell verloren. Die optische Drehung ver- 
inderte sich aber nicht, und war nach einem Tage noch nicht 
veriindert. Dies steht in Ubereinstimmung mit der oben ge- 
machten Behauptung, daf bei Zusatz von Salzsiiure die Fukoidin- 
sdure frei gemacht wird, und daf die Schleimigkeit der freien 
Saure bedeutend geringer ist als die des Fukoidins. 

In folgender Weise habe ich versucht, die Fukoidinsiure 
rein darzustellen. An der Luft getrocknetes, zerkleinertes Ma- 
terial wurde mit Wasser iibergossen und dann einige Stunden 
im siedenden Wasserbade gekocht. Das Extrakt wurde mit 
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Baryumacetat versetzt, wobei das Algin (siehe unten) niederge- 
schlagen wurde. Der Niederschlag wurde abfiltriert, es gelang 
aber nicht (oder nur mit groben Schwierigkeiten) ein klares 
Filtrat zu bekommen, da das fein verteilte Baryumsulfat durch 
das Filtrum passierte. Das Filtrat wurde dann mit einem 
halben Volumen Alkohol versetzt, wobei die Fukoidinséure in 
Form ihrer Baryumverbindung niedergeschlagen wurde. Der 
Niederschlag wurde in salzsiiuresaurem Wasser gelést und die 
Lésung mit einem Volumen Alkohol gefallt. Dies Verfahren 
wurde noch einigemal wiederholt, um das Laminarin gut zu 
entfernen (cine hinreichende Menge NaCl muf vorhanden sein, 
um einen Niederschlag zu erhalten). Es ist mir aber trotz 
groBer Miihe nicht gelungen, auf diese Weise eine vollkommen 
klare LOsung von der Fukoidinséure zu bekommen, sondern sie 
war immer wegen der Gegenwart anorganischer Verbindungen, 
hauptsiéchlich Sulfate von Baryum und Calcium, mehr oder weniger 
opalisierend. Die Fukoidinsiure bedingt keine Opalescenz. Der 
Niederschlag von Fukoidinsiure wird schlieflich abfiltriert, mit 
Alkohol gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die so er- 
haltene Substanz stellt ein weifes oder wegen Verunreinigungen 
schwach gelbliches Pulver dar. 

Die Fukoidinsdure (oder das Fukoidin) wird von Jod nicht 
gefarbt. Sie gibt die Phloroglucinsalzsaéure und Orcinsalzsiure- 
reaktion auf Pentosen. AuSer Pentosen enthilt sie auch Methyl- 
pentosen. Die Priifung auf Methylpentosen wurde nach einer 
Methode von Rosenthaler (1909, S. 167) gemacht. Nach 
dieser Methode erwirmt man die Substanz mit konzentrierter 
Salzsiure (etwa 10 ccm) und Aceton (etwa 1—2 ccm) zehn 
Minuten in siedendem Wasserbade. Die Fliissigkeit farbt sich 
dann rot (etwa himbeerrot) und zeigt, spektralanalytisch unter- 
sucht, ein scharfes Absorptionsband im Gelb, das die D-Linie 
bedeckt und sich noch etwas rechts und links davon erstreckt. 
Pentosen (bei denen unter diesen Umstanden anfinglich eine 
rétliche Farbung eintreten kann) geben nach 10 Minuten langem 
Erhitzen braune Fliissigkeiten ohne charakteristisches Spektrum. 

Die Fukoidinséure gibt bei der Oxydation mit Salpeter- 
siiure keine Schleimsiiure. Sie enthalt demnach keine Galaktose. 
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Aus den oben gemachten Angaben geht also hervor, dab 
die Fukoidinsiiure Galaktose nicht enthilt, wohl aber Pentosen 
und Methylpentosen. Um aber die Zuckerarten, welche die 
Fukoidinsiiure zusammensetzen, niher kennen zu lernen, wurde 
eine Liésung dieser Siiure mit Schwefelsidiure bis 5°/o versetzt 
und dann fiinf Stunden im siedenden Wasserbade gekocht. 
Nach der Hydrolyse wurde die Schwefelsiiure mit Calciumcar- 
bonat neutralisiert, das Filtrat auf dem Wasserbade konzentriert 
und mit Alkohol gefiillt. Nach dem Abfiltrieren des Nieder- 
schlages wurde das Filtrat noch einmal stark konzentriert 
und mit zehn Volumen Alkohol gefallt. Aus dem Filtrate wurde 
der Alkohol durch Erhitzen auf dem Wasserbade unter Zusatz 
von Wasser vertrieben. 

Die auf diese Weise erhaltene Zuckerlésung war links- 
drehend. Eine Portion wurde mit essigsaurem Phenylhydrazin 
versezt und schon nach einigen Minuten begann ein Hydrazon- 
niederschlag sich zu bilden. Nach einem Tage (bei Zimmer- 
temperatur) wurde der Krystallbrei abgesaugt und mit etwas 
Wasser nachgewaschen. Der Niederschlag wurde dann mehr- 
mals aus warmem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt des 
reinen Hydrazons -+- 172° bis 173°. Dieser Hydrazon stellt also 
den Phenylhydrazon der Fukose dar. Diese Methylpentose bildet 
schon in der Kalte ein in Wasser unldsliches Phenylhydrazon, 
das bei -+ 173° schmilzt. 

Das nach dem Absaugen des Hydrazonniederschlages er- 
haltene Filtrat wurde fiinf Viertelstunden am siedendem Wasser- 
bade gekocht. Es bildete sich dabei eine geringe Menge eines 
in warmem Wasser unléslichen Osazonniederschlages, der wahr- 
scheinlich das Osazon der Fukose darstellte. Wegen der ge- 
ringen Menge konnte ich dieses Osazon nicht rein herstellen. 


2. Algin. 


Stanford (1883, S. 254) hat aus verschiedenen Fucoideen 
durch verdiinnte Natriumcarbonatlésung einen sehr schleimigen 
Stoff extrahiert, den er Algin nennt, und iiber dessen Faill- 
barkeit mittels Saiuren und Salzen er Bescheid gibt. Uber diesen 
Stoff habe ich schon in meinem friiheren Aufsatz «Zur Bio- 
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chemie der Meeresalgen» einige Mitteilungen gemacht, habe 
aber spiter Gelegenheit gehabt, ihn etwas niher zu untersuchen, 
und kann jetzt einige neue Ergebnisse hinzufiigen. 

Die von Stanford benutzte Extraktionsmethode mittels 
verdiinnter Natriumcarbonatlisung ist nicht verwendbar, weil 
dabei auch ein anderer Membranstoff, das unten zu _ bespre- 
chende Fucin, extrahiert wird. Am besten verfihrt man so, 
dai man an der Luft getrocknetes, zerkleinertes Material mit 
Wasser iibergieft, dann etwa eine Stunde im siedenden Wasser- 
bade kocht und bis zum niéichsten Tage stehen laBt. Ein lan- 
geres Kochen ist zu vermeiden, da dann auch etwas Fucin 
herausgelist wird. 

Das Algin stellt das Calciumsalz einer Siiure dar, die ich 
Alginsiiure nenne. Es ist in Wasser unlodslich oder wenigstens 
sehr schwer léslich, und die Méglichkeit, es in warmem Wasser 
zu extrahieren, beruht wahrscheinlich darauf, dab das Calcium- 
salz sich in ein Alkalisalz umsetzt. Bei Zimmertemperatur 
lassen sich nur geringe Mengen Algin extrahieren. 

Nach dem Abfiltrieren des auf die oben erwéhnte Weise 
erhaltenen Alginextraktes wird das Filtrat mit Salzsiure ange- 
siiuert (bis zu etwa 0,1°/o), wobei die Alginsiure als ein grob- 
flockiger Niederschlag herausgefillt wird, der am besten durch 
ein Seidentuch abzufiltrieren ist. Die Alginsiure wird dann 
in verdiinnter Natronlauge gelést und aus der Lésung durch 
Ansiuern mit Salzsiiure wieder herausgefillt. Dies Verfahren 
wird noch einigemal wiederholt, bis die Alginséiure farblos 
ausfillt. Die Alginsiure wird dann abfiltriert (durch Seiden- 
tuch) und in Wasser wieder aufgeschlemmt. Nach mehr- 
maligem Wiederholen dieses Verfahrens, um die Salzsiure 
gut zu entfernen, wird der Niederschlag von Alginséure in 
Alkohol aufgeschlemmt und bis zum niichsten Tag stehen ge- 
lassen, dann wieder abfiltriert, mit Alkohol gewaschen und 
getrocknet. 

Die Alginsiiure ist in Wasser sehr schwer léslich, beinahe 
unlislich. Die getrocknete Siure quillt aber in Wasser sehr 
stark auf. In Ammoniak, Kali- oder Natronlauge ist sie leicht 
léslich und gibt dabei sehr schleimige Lésungen. Sie wird 
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ebenfalls von den Lésungen der Carbonate und sogar von 
denen der Acetate der Alkalimetalle gelést. Die Alginséiiure 
wird von Essigsiiure aus ihren Alkaliverbindungen nicht ge- 
fillt, wenn nicht grifere Neutralsalzmengen vorhanden sind. 

Eine schwach essigsaure (nicht salzfreie) Alginlésung zeigt 
folgende Fillbarkeitsverhiltnisse: 

1. Wird von Mineralséiuren und starkeren organischen 
Siiuren gefiillt, von schwécheren organischen Sauren (auch Kssig- 
siiure) erst nach Zusatz einer hinreichenden Menge Neutralsalze; 

2. wird von Alkohol und Eisessig (in  hinreichender 
Menge zugesetzt) gefallt; 

3. wird von CaCl,, BaCl,, ZnSO,, CuSO,, AgNO, (Nieder- 
schlag léslich in NH,) FeCl, und PbA, gefiillt; 

4, wird von MgSO, und HgCl, nicht gefallt; 

5. wird von Leimlésung gefallt; der Niederschlag list sich 
bei Zusatz von gesiittigter NaCl-L6sung wieder auf. 

Alkalische oder essigsaure Lisungen der Alginsiiure sind 
stark linksdrehend. 

0,450 g aus Ascophyllum nodosum hergestellte Algin- 
siure, aschenfrei berechnet, wurden in verdiinnter Natronlauge 
gelist; Lésung 100 ccm; Drehung in 4 dm-ROhre — 2,45°; die 
spezifische Drehung ist demnach — 136°. 

6= oe = — 136°. 
0,450 + 4 

0,536 g aus Ascophyllum nodosum hergestellte Algin- 
siure, aschenfrei berechnet, wurden in verdiinnter Natron- 
lauge gelést, dann mit Essigsiiure angesiiuert; LOsung 100 ccm; 
Drehung in 4 dm-Réhre — 2,80°; die spezifische Drehung ist 
demnach — 135°. 

= — int : = — 135° 
0,536 - 4 

0,477 g aus Laminaria digitata hergestellte Algin- 
saure, aschenfrei berechnet, wurden in verdiinnter Natronlauge 
gelost; Lésung 50 ccm; Drehung in 4 dm-Réhre — 5,22°; die 
spezifische Drehung ist demnach — 137°. 

5,22 . 50 


a | 
“D 0.477 -4 , 
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Die Alginsiure wird von Jod nicht gefarbt, auch nicht, 
wenn és sich in einer Lésung befindet, die 1°/o Schwefel- 
siure enthilt (vgl. das Fucin). Sie gibt die Phloroglucinsalz- 
siure und die Orcinsalzséurereaktion auf Pentosen, aber nicht 
die Reaktion von Rosenthaler auf Methylpentosen (vgl. das 
Fukoidin); wird von Salpeterséure nicht (oder nur mit groBen 
Schwierigkeiten) oxydiert; Schleimséure habe ich aus Algin 
nicht herstellen koénnen. 

Durch Kochen in verdiinnten Mineralsiiuren lift sich die 
Alginsiiure nur sehr langsam hydrolysieren. Die bei der Hydro- 
lyse entstehenden Zuckerarten habe ich nicht untersucht, da 
mir nur eine verhiltnismébig geringe Menge Alginsaure zur 
Verfiigung gestanden hat (vgl. néiher das Fucin). 

Es sei bemerkt, daB die oben erwihnte, aus Asco- 
phyllum hergestellte Alginsiiure auch etwas Fucinsiure ent- 
hielt. Sie wurde von Jod -}- 1°/o Schwefelsaéure schwach blau 


gefarbt. 
3. Fucin. 

Das Fucin ist von van Wisselingh (1898, 5. 635) ent- 
deckt und kurz beschrieben worden, und da seine Angaben 
die einzigen sind, die wir in der Literatur finden, werde ich 
sie hier in extenso anfiihren. Er schreibt: «Das Gewebe von 
Fucus vesiculosus besteht aus ziemlich dickwandigen Zellen 
mit cellulosehaltigen Wiinden, welche durch sogenannte Inter- 
zellularsubstanz verbunden sind. Diese ist in bedeutender Quan- 
titit anwesend. Unter den Zellwandbestandteilen finden wir 
zwei Stoffe, welche durch Jod und Schwefelsiure blau gefirbt 
werden, Cellulose und einen noch unbekannten Stoff, den ich 
Fucin nennen werde. Besagter Stoff wird durch Jodjodkalium- 
lésung und verdiinnte Schwefelséure blau gefarbt. Ein Teil 
Schwefelséiure auf 100 Teile Lésung geniigt schon. Durch 
stirkere, z. B. 76°/oige Schwefelsiure, geeignet, um in Ver- 
einigung mit Jod die Cellulosereaktion herbeizufiihren, geht die 
blaue Farbe wieder verloren. Das Fucin ist ein Bestandteil 
der sogenannten Interzellularsubstanz. Wenn wir dasselbe 
mit Jodjodkaliumlésung und sehr verdiinnter Schwefelsiure blau 
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gefiirbt haben und dann Schwefelsiiure von 76°/o hinzufiigen, 
dann sehen wir bei der Interzellularsubstanz die blaue Farbe 
verschwinden und beim Rest, dem cellulosehaltigen inneren 
Teil der Zellwand, eine blaue Farbe hervortreten. Durch 
Rutheniumrot wird die ganze Zellwand gefiirbt. Durch Kupfer- 
oxydammoniak wird die Cellulose der Wand entzogen. Nach 
Erwiirmung in Glycerin bis auf 300° C. ist jener Teil der Wand, 
der die Cellulose enthaélt, wenigstens gréftenteils befreit von 
anderen Stoffen und leicht loslich in Kupferoxydammoniak. Die 
Interzellularsubstanz hat einen gelblichen Rest zuriickgelassen 
und wird durch Jod und sehr verdiinnte Schwefelsiiure nicht 
mehr blaugefiirbt». 

Durch das von van Wisselingh beschriebene Reagens 
habe ich eine Reihe Fucoideen auf das Vorkommen von Fucin 
untersucht und diesen Membranstoff bei folgenden gefunden: 
Ascophyllum nodosum, Chorda filum, Fucus serratus, 
F. vesiculosus, Hatidrys siliquosa, Laminaria digitata 
und L. saccharina. Bei folgenden fehlt das Fucin dagegen: 
Asperococcus bullosus, Ectocarpus siliculosus, Ela- 
chista fucicola, Spermatochnus paradoxus und Sphace- 
laria cirrhosa. Das Fucin kommt demnach bei den gréberen 
Fucoideen vor, fehlt dagegen bei den zarteren. 

In bezug auf das Reagens moge erwiihnt werden, dab 
man eine kriftigere Blaufarbung erhilt, wenn Jod in ziemlich 
reichlichen Mengen vorhanden ist. Die Menge der freien 
Schwefelsiiure beeinfluBt auch die Farbe, und zwar so, daf 
1 °/oige eine blaue Farbe hervorruft, 10°/oige eine blauviolette, 
25°/oige eine violette und 50°%/oige eine rote Farbe. Bei Zu- 
satz von Wasser wird die rote Farbe wieder ins Blaue ver- 
dindert. Anstatt Schwefelséure kann auch Salzsiiure gebraucht 
werden: 1°/oige ruft eine blaue Farbe hervor, 10°/oige eine 
violette und 25°/oige eine rotviolette. Essigsiure kann nicht 
verwendet werden, weder in verdiinntem noch in konzentriertem 
Zustande. 

Behandelt man die Schnitte mit Jodjodkaliumliésuag und 
1°/oiger Schwefelsiiure, werden die Mittellamellen, die aus 
Fucin bestehen, schén blau gefirbt, diejenigen Teile der Zell- 
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wiinde aber, die das Zellumen am nichsten begrenzen und die 
hauptsiichlich aus Cellulose bestehen, werden nicht gefarbt 
oder nehmen hdchstens eine sehr schwach blaue Nuance an. 
Saugt man vorsichtig das Wasser ab und behandelt dann die 
Schnitte mit konzentrierter Schwefelsiure (2 Vol. H,SOs —- 
1 Vol. H,O), so werden die vorher blau gefirbten Teile rot bis 
blabrot, die ungefirbten, aus Cellulose bestehenden Teile da- 
gegen blau. Man erhilt so eine schéne Doppelfiirbung. Die 
Cellulosepartien erscheinen als blaue Inseln, die in einer roten, 
aus Fucin bestehenden Grundmasse zerstreut liegen. 

Schon oben (S. 346) wurde hervorgehoben, da’ es sehr 
leicht ist, nachzuweisen, dafi Calcium in der Interzellular- 
substanz vorkommt. Es ist hier an Pektinséiuren gebunden, 
und unter diesen Pektinsiiuren merken wir aufer der friher 
erwihnten Alginsiiure auch die Fucinsiure. Fucin ist das 
Calciumsalz der Fucinsaure. 

Das Calcium 1aft sich aus der Interzellularsubstanz ent- 
fernen, wenn man Schnitte einige Stunden mit verdiinnter Salz- 
siiure behandelt. Die Schnitte schrumpfen dabei ein wenig. 
Werden sie dann in destilliertem Wasser abgespthlt und in 
eine verdiinnte L6sung von Natriumcarbonat gelegt, zerquellen 
sie vollkommen, was darauf beruht, daB die Fucinsaure sich 
mit dem Natrium verbindet und dann ein in Wasser losliches 
Natriumsalz gibt. Die Pektinstoffe Algin und Fucin sind Sub- 
stanzen, welche die verschiedenen Zellen mit einander ver- 
binden: werden sie auf die oben erwiihnte Weise herausge- 
list, ist der Zusammenhang zwischen den einzelnen Zellen 
zerbrochen, und die Schnitte zerflieBen deshalb vollkommen. 
Anstatt Natriumcarbonatlisung kann man _ selbstversténdlich 
Natronlauge verwenden. Natriumacetatlésung lait sich auch 
brauchen, die Schnitte zerquellen aber dabei langsamer. 

Fiir die Herstellung der Fucinséiure habe ich Ascophyl- 
lum nodosum gebraucht, da diese Alge besonders reichliche 
Mengen davon enthilt. Getrocknetes, zerkleinertes Material 
wurde mehrmals mit Wasser ausgekocht, dann durch ein Seiden- 
tuch abfiltriert und ausgepreBt. Nachdem auf diese Weise 
eine Menge Stoffe organischer und anorganischer Natur weg- 
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geschafft worden waren, wurde das Material mit 1°/oiger Salz- 
siure iibergossen, bis zum niichsten Tag stehen gelassen, dann 
abfiltriert und gut ausgewaschen. Durch die Kehandlung mit 
Salzsiiure ist das Calcium aus dem Fucin herausgelést. Versetzt 
man jetzt das Material mit verdiinnter Natronlauge, so verbindet 
sich die Fucinsiure mit dem Natrium und wird als Natrium- 
salz herausgelést. Man muf grofere Mengen stark verdiinnter 
Natronlauge zusetzen, da das Material sehr stark aufquillt. 
Das Extrakt ist sehr schleimig, laBt sich aber in hinreichend 
verdiinnter Form filtrieren, wenn auch ziemlich langsam. Aus 
dem Filtrat wird die Fucinséure durch Ansiuern mit Salzsiure 
herausgefiillt. Die weitere Reinigung geschieht auf dieselbe 
Weise wie die der Alginsiiure, und verweise ich deshalb auf 
die Herstellung dieser Substanz. — Zu bemerken ist jedoch, 
dafi die Fucinsiiure immer mit Alginsiure vermengt ist. Die 
Alginsaiure zu entfernen, ist nicht mdglich. 

In bezug auf ihre Fiallbarkeitsverhaltnisse stimmt die 
Fucinsdure vollkommen mit der Alginsiure iiberein. Die ge- 
trocknete Fucinsaiure quillt in Wasser sehr stark auf. 

Alkalische oder essigsaure LOsungen der Fucinsiure sind 
stark linksdrehend. 

0,552 g aus Ascophyllum nodosum hergestellte Fucin- 
sdure, aschenfrei berechnet, wurden in verdiinnter Natronlauge 
gelést; Loésung 50 cem; Drehung in 4 dm-Réhre — 5,25°; die 
spezifische Drehung ist demnach — 120°. 

_ 5,25-50 
"> = ~ 0552-4 ~~ 

0,574 g aus Ascophyllum nodosum hergestellte Fucin- 
sdure, aschenfrei berechnet, wurden in verdiinnter Natronlauge 
gelést, dann mit Essigsaure angesiéuert ; Losung 50 ccm; Drehung 
in 4 dm-Réhre — 5,75°; die spezifische Drehung ist demnach 
— 121°, 


120°. 


5,75-50 | 
0,574.4 

Die Fucinsiure wird von Jodjodkaliumlésung, die 1°/o 
Schwefelsiure enthiélt, blau gefarbt. Sie gibt die Phloroglucin- 
salzsiure- und die Orcinsalzsiurereaktion auf Pentosen, nicht 


— 121°, 
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aber die Reaktion von Rosenthaler auf Methylpentosen (vgl. 
das Fukoidin und das Algin); wird von Salpeterséure nicht 
(oder nur mit grofen Schwierigkeiten) oxydiert; Schleimsiure 
habe ich aus Fucin nicht herstellen kénnen. 

Durch Kochen in verdtinnten Mineralsiuren laBt sich die 
Fucinsaure nur sehr langsam hydrolysieren. 35 g Fucinsaure 
(mit Alginsiiture bemengt) wurden in verdtinnter Natronlauge 
gelost. Die Loésung wurde dann mit Schwefelsiure versetzt, 
bis sie 5°/o freie Siiure enthielt, und 10 Stunden in siedendem 
Wasserbade gekocht. Der Niederschlag war aber noch nicht 
vollstiindig gelést, er wurde aber nicht mehr von Jod und 
1°/oiger Schwefelsiiure blau gefiirbt. Die Schwefelsiure wurde 
mit Caleciumearbonat neutralisiert, das Filtrat konzentriert und 
durch zweimaliges Umfillen mit Alkohol gereinigt. Bei diesen 
Umfiillungen wurden groBe Mengen gummiiihnliche Stoffe nieder- 
geschlagen; dies deutet darauf hin, da’ die Hydrolyse trotz 
einem Kochen von so langer Dauer sehr unvollstiindig war. 

Eine Portion der schlieSlich erhaltenen Zuckermischung 
wurde mit essigsaurem Phenylhydrazin versetzt und bei Zimmer- 
temperatur bis zum niichsten Tag stehen gelassen. Es bildete 
sich aber kein Niederschlag von Hydrazonen, und man kann 
daraus den SchluB ziehen, dafi die Zuckerarten Fukose und 
Mannose fehlen. Die Lisung wurde dann im siedenden Wasser- 
bade fiinf Viertelstunden gekocht, es bildete sich aber kein 
in warmem Wasser unloslicher Osazonniederschlag. Erst nach 
dem Erkalten wurden Osazonkrystalle erhalten, aber nur eine 
geringe Menge, und ich mufte deshalb auf eine niihere Unter- 
suchung dieses Niederschlages verzichten. 

Algin und Fucin sind zwei wahrscheinlich miteinander 
sehr nahe verwandte Stoffe. Nur einen sicheren Unterschied 
habe ich finden kénnen, niémlich denjenigen, dafi das Fucin 
von Jodjodkaliumlésung und 1°/oiger Schwefelsiéure blau ge- 
firbt wird, das Algin dagegen nicht. Auferdem scheint das 
Algin beim Kochen in Wasser etwas leichter extrahiert zu 
werden, als das Fucin. 

Die physiologische Bedeutung dieser beiden Stoffe ist, 
die einzelnen Zellen miteinander zu verbinden. Beide Stoffe 


pecerant 
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gehoren den Pektinstoffen an, und stellen Calciumsalze be- 
sonderer Pektinsiiuren, der Alginséure und der Fucinsiure, 
dar. Sie bilden die Mittellamellen der Zellwinde der gréberen 


Fucoideen. 


4. Cellulose. 


Diejenige Schicht der Zellwinde der Fucoideen, die das 
Zellumen am niichsten begrenzt, besteht, wie schon von mehreren 
Forschern nachgewiesen worden ist, hauptsiichlich aus Cellulose. 
Mit Chlorzinkjodl6sung gelingt aber der Nachweis nur sehr 
schwer, und im allgemeinen garnicht, mit Jod und konzentrierter 
Schwefelsiure (2 Vol. HSO, +- 1 Vol. H,O) dagegen sehr leicht. 

Bei einigen Fucoideen habe ich versucht, die Cellulose 
quantitativ zu bestimmen. Die Methode von Henneberg wurde 
dabei verwendet. Das Material wurde zuerst in 1,25 °/oiger 
Schwefelséure, dann in 1,25°/oiger Natronlauge und schlief- 
lich mehrmals in Wasser ausgekocht, mit Alkohol und mit 
Ather gut ausgewaschen. Die Resultate sind in der Tabelle 6 
zusammengestellt. 


Tabelle 6. 


(uantitative Bestimmung der Cellulose. 








| Trocken- Cellu- | 





| Mittel-| Cellulose 
Cellu- | wert d_| Cellulose 





gewicht lose | Dia, Be 
| des und | Asche | Ses Cellu- | ~ jo des 
Materials | Asche | | “8° | Jose | Trocken- 
g | og g | g g | gewichtes 
9 | AQ 
Ascophyllum nodosum 2.62 0,050 | 0,002 0,048 0,046 | 1,7 
0,044 | 0,001) 0,043 


| 
45 4A 
Fucus vesiculosus . . 2.6 0,045 0,001 | U,0%4 0,043 | 1,6 
| 
! 


0,043 | 0,001 0,042 


paused = ‘“ 48 2 43 
Laminaria digitata. . 2,65 0,145 | 0,002) 0,14 0,141 





5.3 


| 0,139 | 0,001 | 0,138 | 
| 
| 0,124/ 0,005 | 0,119 
| 
| 





| 0,119; 44 


Laminaria saccharina 2,70 i 
0,123} 0,005 | 0,118 


Nach Angaben in Czapek «Biochemie der Pflanzen», 
!. Aufl., Bd. 1, 5.520 enthalt Fucus vesiculosus 4,40°%/o, 
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Laminaria saccharina 9,33°/o Cellulose: diese Werte sind 
demnach bedeutend hoéher als die von mir gefundenen. 


5. Geschichtliches tiber den Bau der Zellwinde der 
Fucoideen. 


Aus dem oben Angefiihrten geht hervor, daB die Zell- 
winde der gréberen Fucoideen aus zwei Schichten bestehen, 
einer inneren, die das Zellumen direkt umgibt, und einer 
mittleren, der Mittellamelle. Die erstere wird von Jod und kon- 
zentrierter Schwefelsiiure blau gefiirbt und besteht wesentlich 
aus Cellulose, die letztere wird von diesem Reagens nicht ge- 
firbt, wird aber von Jod und 1°/oiger Schwefelséure blau 
gefiirbt. Sie besteht aus Pektinstoffen, und denen ich zwei, 
das Algin und das Fucin, etwas niiher zu charakterisieren ver- 
sucht habe. Fir die Blaufiirbung ist das Fucin verantwortlich. 

Die untersuchten Fucoideen enthalten noch einen vierten 
Membranstoff, das Fukoidin. Dies ist ein Membramschleim, 
der besonders reichlich bei den Laminaria-Arten vorkommt. 
Seine Aufgabe liegt wahrscheinlich darin, dai es die Algen 
biegsamer macht, und es ist demnach von besonderer Be- 
deutung bei denjenigen Fucoideen, die auf solchen Lokalitaéten 
vorkommen, wo die Brandungen sich mehr bemerkbar machen. 

Von Wille (1897, S. 41) ist schon friiher nachgewiesen 
worden, dafi die Zellwande der Laminariaceen aus zwei wesent- 
lich verschiedenen Substanzen bestehen. Im innersten hat man 
niimlich die Celluloselamelle der Zellen, welche das Protoplasma 
direkt umgibt, und diese Celluloselamellen sind mit einer Inter- 
zellularsubstanz verbunden, welche eine ganz andere chemische 
Zusammensetzung hat. Wille versucht auch nachzuweisen, 
daB die Interzellularsubstanz der Laminariaceen jedenfalls zum 
wesentlichen Teil aus Calciumpektinat besteht. Diese Annahme 
wird nach Wille auch ganz wesentlich dadurch gestiitzt, dab 
es Krefting (1897) gelungen ist, aus der Interzellularsubstanz 


der Laminaria-Arten eine Séure rein darzustellen, die Tang- . 


siiure genannt wurde. Den Angaben von Wille stimme ich 
vollkommen bei, und ich will auBerdem hinzufiigen, daf die 
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von Krefting dargestellte Tangsdéure ein Gemenge von Algin- 
siiure und Fucinsaure ist. 

Die von Schmiedeberg (1885, S. 427) erwiahnte La- 
minarsdure, die kolloid sein und ein enormes Quellungsver- 
mogen besitzen soll, stellt wahrscheinlich auch ein Gemenge 
von Alginséure und Fucinséure dar, vielleicht mit Fukoidin 
bemengt. Dasselbe gilt von dem von Stanford (1883, 5. 254 
dargestellten Algin. 

Die Zuckerarten, die bei der Hydrolyse der Fucoideen- 
zellwiinde entstehen, sind besonders von Tollens und seinen 
Mitarbeitern Bieler, Giinther, Widtsoe, Oshima, Miither 
und Mayer untersucht worden. Als ein interessantes Ergebnis 
der Untersuchungen dieser Forscher mége in diesem Zusammen- 
hang die Tatsache hervorgehoben werden, dafi eine Methyl- 
pentose, die Fukose, sich bei der Hydrolyse des Seetanges 
bildet. Die Muttersubstanz der Fukose wird von Widtsoe 
(1900, S. 142) Fukosan genannt, und spater wird derselbe 
Name von Mayer (1907, S. 2) vorgeschlagen. Es scheint, als 
ob man sich vorstellte, daB das Fukosan von Fukose in etwa 
aihnlicher Weise aufgebaut wire wie Cellulose von Dextrose. 

Nun ist aber zu bemerken, dafi der Name Fukosan auch 
in einer anderen Bedeutung gebraucht wird, und zwar, um 
denjenigen gerbstoffahnlichen Stoff zu bezeichnen, der in den 
Fukosanblaschen vorkommt; ich habe deshalb bei einer friiheren 
Gelegenheit vorgeschlagen (Kylin, 1912, S. 18, FuBnote), die 
Muttersubstanz der Fukose Fukan zu nennen. 

In der vorliegenden Arbeit ist es mir aber gelungen, 
nachzuweisen, dai die Fukose in dem Membramschleim Fu- 
koidin gebunden ist. AuBer der Methylpentose Fukose enthiilt 
das Fukoidin auch eine Pentose. Die Behauptung von Bauer 
(1889, S. 618), daB der Laminariaschleim Dextrose enthiilt, 
kann kaum richtig sein. Die von diesem Forscher gefundene 
Dextrose stammt sicher von dem Laminarin her, welches vor 
der Hydrolyse nicht entfernt worden war. 

Pentosen scheinen bei der Hydrolyse der Fucoideen- 
zellwande immer gebildet zu werden. Ob auch Hexosen ge- 
bildet werden, scheint mir nicht sicher bewiesen zu sein. Am 
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ehesten ist in diesem Zusammenhang an Mannose und Galak- 
tose zu denken. Diese beiden Hexosen habe ich aber in den 
Membranbestandteilen der untersuchten Fucoideen nicht nach- 
weisen kénnen. Sie spielen, wie bekannt, im allgemeinen eine 
hervorragende Rolle beim Aufbau der Zellwandbestandteile 


der Pflanzen. 


VIII. Die Membranbestandteile der Florideen. 


Uber die Membranbestandteile der Florideen habe ich 
nur nebenbei einige Beobachtungen gemacht; es hat mir fiir 
eine systematische Untersuchung an Zeit gefehlt, doch méchte 
ich in diesem Zusammenhang auf einige Literaturangaben kurz 
hinweisen. 

Es ist schon von Greenish (1882) nachgewiesen worden, 
dab die Zellwiinde der Floridee Sphaerococcus (Gracilaria) 
lichenoides aus zwei Schichten bestehen, einer inneren, die 
von Cellulosereagenzien blau gefarbt wird, und einer mittleren, 
die von diesen Reagenzien nicht gefirbt wird, und aus einer 
Art Interzellularsubstanz besteht. 

Die Cellulose léBt sich bei den Florideen sehr leicht sowohl 
durch Chlorzinkjod wie durch Jod und konzentrierte Schwefel- 
siiure nachweisen, und die Cellulosemengen diirften bei diesen 
Algen grifer sein als bei den Fucoideen. Bei zwei Florideen 
ist es mir indessen nicht gelungen, Cellulose nachzuweisen; 
diese sind Bangia fuscopurpurea und Porphyra l|aci- 
niata. Sie gehdren unter den Florideen den Bangiaceen an. 
Bei einer anderen Bangiacee, Erythrotrichia ceramicola, 
kommt Cellulose dagegen vor. 

Die Cellulose bildet in ahnlicher Weise wie bei den Fuco- 
ideen die innere Schicht der Zellwande, die das Protoplasma am 
niichsten umgibt. Die Mittellamelle besteht aus Interzellular- 
substanz, und diese Substanz besteht ihrerseits in dhnlicher 
Weise wie bei den Fucoideen aus verschiedenen Pektin- 
stoffen, d. h. aus an Calcium gebundenen Pektinsaéuren. In 
bezug auf den Nachweis des Calciums in den Zellwanden ver- 
weise ich auf S. 346. 
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Unsere bisherigen Kenntnisse von den Pektinstoffen der 
Florideen stiitzen sich fast ausschlieBlich auf einige, an Handels- 
produkten angestellte Untersuchungen. Diese Handelsprodukte 
sind das japanische Nori aus Porphyra, der Carrageen- 
schleim aus Chondrus crispus und Gigartina mammil- 
losa und das Agar-Agar hauptsichlich aus Gracilaria- und 
Gelidium-Arten. In bezug auf die gegenwiirtige Kenntnis 
dieser Produkte verweise ich auf die Darstellung in Abder- 
halden «Biochemisches Handlexikon», Bd. 2, S. 73 


IX. Einige quantitative Bestimmungen. 


Tabelle 7. 


Bestimmung des Trockengewichtes. 


ECT CCT 





























| Frisch- | Trocken- | Trockengewicht 

| aa | gewicht in °%/o des 

| | g Frischgewichtes 
Ascophyllum nodosum | 2,439 0,7235 | 29,66 
Fucus vesiculosus ..... 2.335 0,6245 26,75 
Laminaria digitata. ... . 2,820 0,4940 | 17,52 

Tabelle 8. 
Bestimmung des Aschengehalts. ') 
Trockengewicht | Asche | Asche in %/o des 
g g | Trockengewichtes 

Ascophyllum nodosum 1,0035 0,1475 14,70 
Fucus vesiculosus . . 1,2133 0,1944 16,03 
Laminaria digitata. . | 1,0669 0,1886 17,68 





Das Material dieser Bestimmungen ist im August einge- 
sammelt worden. Die Mengen der wasserléslichen Stoffe sind 
auch bestimmt worden, und zwar sowohl diejenigen, die sich 
in siedendem Wasser, als auch die, welche sich in Wasser 
bei Zimmertemperatur lésen. 





‘) Bei der Bestimmung des Aschengehalts war auf den recht hohen 
Gehalt an Kochsalz Riicksicht zu nehmen, weshalb die Substanz zuerst 
nur verkohlt und mit Wasser ausgelaugt, und der Riickstand dann erst 
vollstindig verascht wurde. 
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Zum Zwecke der ersteren Bestimmung wurden 3 g an 
der Luft getrocknetes Material abgewogen, mit 300 ccm Wasser 
versetzt, eine Stunde im siedenden Wasserbade gekocht und 
dann bis zum nachsten Tag stehen gelassen. Das Extrakt wurde 
dann vorsichtig abdekantiert und das Material wieder eine Stunde 
in 300 ccm Wasser ausgekocht und iiber Nacht stehen gelassen. 
Das Material wurde abfiltriert, gut ausgewaschen, getrocknet 
und gewogen, dann eingedschert und wieder gewogen. 

Die Bestimmung der in kaltem Wasser léslichen Stoffe 
wurde folgendermafen bewerkstelligt. 3g an der Luft ge- 
trocknetes Material wurden abgewogen, mit 300 ccm Wasser 
(neben etwas Chloroform als Antiseptikum) versetzt und bis 
zum niachsten Tag stehen gelassen, dann vorsichtig abdekantiert 
und wieder mit 300 ccm Wasser versetzt. Dies Verfahren 
wurde noch zweimal wiederholt. Das Material wurde abfiltriert, 
gut ausgewaschen, getrocknet und gewogen, dann eingedschert 
und wieder gewogen. Die Resultate sind in den Tabellen 9 


und 10 zusammengestellt. 


Tabelle 9. 


Bestimmung der Mengen der in siedendem Wasser léslichen Stoffe. 




















Wasser-|Wasser-]| Mittelwert der aL 
Wasser-| un- 7 wasserunlis- Wasser- Wasser- 
tant wn- losliche | lésliche lichen se ye a 
penenes lésliche] anorga-] orga- Janorga-| orga- unlésliche} lésliche 
gewicht Be- nische | nische | nischen! nischen l | 
stand- | Be- Be- Be- | Be- FPRTs-| CFG. Memorg.| OF. 
teile | stand- | stand- | stand- | stand- | poct | Best. | Best. | Best. 
teile teile teile teile - ‘yy | 
g g g g g g | %o | %o | Yo | % 
¢ eS ¢ € 4 | ™ ” — 
Ascophyll. nodosum | 2,62 1,2762 0,158 1,1224 0,1509 1,1141] 5.76 42,52 ot ae 
1,2537| 0,1479] 1,1058 | | 
9207 = OK ae —_ - 
Fucus vesiculosus . | 2,68 an 0,1518 ide 0,1552) 1,0773] 5,80 40,20)10,23 43,77 
1,2342] 0,1585] 1,0757 | 
j | 
as 9. ° | vee 
Laminaria digitata. | 2,65 | 10934} 0,124) 0,9688) 9 19,3) 0,9703| 4,69 36,60/12,99 45,72 
1,0960] 0,1243] 0,9717 | | | 


























Beim Vergleich der Tabellen 9 und 10 geht hervor, dai 
siedendes Wasser eine nicht unbedeutend gréfere Menge Stoff 


herauslost als kaltes. 


Besonders ist der Unterschied bei Asco- 


phyllum grof, und er ist in erster Linie davon bedingt, daf 
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Tabelle 10. 


Bestimmung der Mengen der in kaltem Wasser lislichen Stoffe. 


gee oe 

















Wasser- | Wasser- 





ie “= oo 
Wasser-|Wasser-] Mittelwert der 








Wasser-]| un- un- wasserunlis- 
een.) un- |lésliche[lésliche lichen Pon F ee ap 
Trocken-} issliche anorga-] orga- Janorga-| orga- unlésliche} léslich¢ 
richt Be- nische | nische [nischen | nischen 
gewiem | stand- | Be- Be- Be- | Be- [@Morg.| org. Janorg.| org. 
teile | stand- | stand- | stand- stand- | Best. | Best. | Best. | Best 
teile teile teile | teile 


g g g g gi g 0 | %o Fo | MV 





1,830] 0,267] 1,563 


r 2,62 
Ascophyll. nodosum ) 1,822| 0,266] 1,556 


i | 
0,267 | 1,560] 10,.2| 59,5] 4,5! 2: 


| 


ates 1 1,284] 0,160) 1.124) 00.) a conl acl sactlesn). 
| a65 | 1 124) 9 160) 1,127] 6.0/ 42,5] 11,7 | 39.8 
Laminaria digitata 9D 1288] 0,159] 1.129 | 7} 6, | ) 7 























die Pektinstoffe Algin und Fucin in siedendem Wasser teil- 


weise gelést werden. 

in bezug auf die quantitative Bestimmung von Mannit, 
Laminarin und Cellulose verweise ich auf die Seiten 354, 397 
und 417. 
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Zur Erkennung des Histidins durch Farbenreaktionen. 
Von 
Herm. Pauly. 


(Der Redaktion zugegangen am 1, Juli 1915.) 


Gelegentlich seines Befundes, dafs das wirksame Prinzip des Hinter- 
lappens der Hypophyse die Diazoreaktion gibt, hat T. B. Aldrich‘) kiirz- 
lich die Diazoreaktion des Histidins zwar einer ausfihrlichen Wiirdigung, 
zugleich aber auch einer Kritik unterzogen, die als auf falschen Schliissen 
und auf unzureichendem Urteil beruhend nicht ohne Widerspruch be- 
lassen werden kann. Er stellt den Satz auf, dafi die von mir aufgefundene 
Reaktion keine spezifische Priifung auf Histidin sei, auffler wenn andere 
Verbindungen, wie Tyrosin, p-Oxyphenylathylamin, 6-Imidazolylathylamin, 
Adrenalin, u. a. entfernt seien, sondern eine allgemeine Reaktion fiir eine 
noch zu bestimmende Klasse von Verbindungen. 

Hiermit stellt er mittelbar einen Anspruch an die Diazoreaktion, 
den sie, wie jeder einigermafen auf dem Gebiete der Chemie Bewanderte 
ohne weiteres beurteilen kann, niemals zu erfiillen imstande ist, und den 
ich selbstredend auch niemals fiir sie gestellt habe. Wenn festgelegt 
ist, daf’ Histidin die Diazoreaktion gibt, so darf man doch noch nicht 
umgekehrt sagen: das Eintreffen dieser Reaktion zeigt Histidin an. Es ware 
das, in dieser Allgemeinheit ausgedriickt, der namliche Fehlschluf, wie 
wenn es hiefe, die Biuretreaktion zeigt Eiweifi an, oder die Millonsche, 
bezw. die Xanthoproteinreaktion beweist das Vorhandensein von Tyrosin, 
wiihrend jedermann weil, dafs neben dem Eiweifi noch manche andere 
Stoffe die Biuretfairbung geben, und daf die beiden letztgenannten Priifungen 
vor allem auch die Gegenwart von Phenolen andeuten kénnen. Alle 
diese Reagenzien haben als spezifische eben nur dann Sinn, wenn man 
sie auf ein bestimmtes Gebiet beschrankt, namlich im vorliegenden Falle 
auf das des Eiweifies, und zwar des Eiweifes xat’ €Eoxrv, d. h. soweit 
es ausschlieflich in die bekannten, im wesentlichen aus Aminosauren 
bestehenden Bausteine bei der vollstindigen Hydrolyse zerfallt. Das be- 
dingt zugleich, daf§ man vor der Priifung sich davon tiberzeugen muh, 


') Journ. An. Chem. Soc., Bd. 37, S. 203 (Jan. 1915). Infolge der 
Kriegswirren konnte ich erst kiirzlich Einblick in die Originalpublikation 
erhalten, sodaf\ sich die Entgegnung verzégert hat. 
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ob fremde Stoffe, die die gleichen Reaktionen geben kénnten, nicht vor- 
handen sind.‘) (Dies gilt natiirlich dann besonders, wenn die Mdglich- 
keit vorliegt, dafi einfachere Umwandlungsformen der Aminosiuren selbst, 
wie es das p-Oxyphenylathylamin, das Imidazolylaithylamin, das Adrenalin 
u. a. wahrscheinlich sind, auftreten. Solche gehéren solange nicht zu 
den Eiweifibausteinen, als ihre Beteiligung am Aufbau nicht erwiesen 
ist. Das trifft selbst auf die noch nicht lange entdeckte, ebenfalls die Diazo- 
reaktion gebende Aminosiure, das Dioxyphenylalanin, zu.) 

Somit kann es nicht zweifelhaft sein, daf\ die Diazoreaktion, wie 
ich das noch kiirzlich ausgefiihrt habe,*) als eine Tyrosin und Histidin 
bisher allein unter den Aminosduren anzeigende, den iibrigen Eiweif- 
reaktionen ebenbiirtige an die Seite zu stellen ist, und dafs ferner der 
von mir seinerzeit aufgestellte Satz, auch heute noch zu Recht besteht, 
dafi in dieser Reaktion ein wertvolles Mittel gefunden sei, Histidin bei 
Abwesenheit von Tyrosin nicht allein in Gemischen mit anderen Eiweif- 
spaltkérpern, sondern auch in den urspringlichen Eiweifkérpern, in 
denen es noch mit anderen (eiweifartigen) Gruppen verbunden ist, zu 
erkennen. 

Dafi die Diazoreaktion aber eine allgemeine Reaktion fiir eine noch 
zu bestimmende Klasse von Verbindungen sei, wie T. B. Aldrich*) meint, 
diese Ansicht kann ich nicht teilen. Ich denke, die Chemie hatte im 
Laufe der vergangenen fiinfundfiinfzig Jahren im wesentlichen festgestellt, 
wann eine chemische Verbindung zur Kupplung mit Diazoniumverbin- 
dungen befihigt ist, und wann nicht. Auf dieser Grundlage baut sich 
auch die Reaktionsfihigkeit der aus dem Tier- und Pflanzenkérper ge- 
wonnenen Stoffe mit Diazoniumlésungen auf. Deswegen kann man keine 
etwa die besonderen biologischen Verhaltnisse beriicksichtigende Spezial- 
klasse von diazoreaktiongebenden Verbindungen aufstellen, die sich nicht 
den chemischen Prinzipien unterordnete, sondern héchstens nachweisen, 
dafs in einem bestimmten biochemischen Gebiete, wie z. B. dem der Pro- 
teine, die und die Substanz die Reaktion gibt und die wtibrigen nicht. 
Handelt es sich dann nur um eine oder, wie hier, um zwei solcher Ver- 
bindungen, die man aber auf andere Weise voneinander unterscheiden 
kann, so kann gewifi kein Bedenken bestehen, das betreffende Reagens 
als Diagnostikum zu empfehlen, wie das fiir den Fall des bis dahin 
schwer nachweisbaren Histidins von mir geschehen ist. 

Auf der andern Seite kann ich den Anlafi nicht voriibergehen 
lassen, ohne auf die Unsicherheit der Schliisse, die Aldrich im iibrigen 
aus seinen Beobachtungen zieht, hinzuweisen. So interessant gewif die 
Feststellung ist, dafi die wirksame Substanz der Hypophyse die Diazo- 


‘) z. B. auch durch Hydrolyse von Nucleinséiuren entstandene 


Purine usw. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. 94, S. 284 (1915). 
‘) Diese Zeitschrift, Bd. 42, 8. 513 (1904). 
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reaktion gibt, so ist doch der Schluf, daf§ es sich nicht um Histidin 
handle; weil die Reaktionen von Weidel und von Knoop ausgeblieben 
seien, fiir jeden Kenner der Farbenreaktionen des Histidins nicht bindend, 
wenngleich natiirlich mit dieser Bemerkung das Gegenteil nicht behauptet 
werden soll. Denn die beiden letztgenannten kann man im Vergleich 
mit der Diazoreaktion kaum als eigentliche Farbenreaktionen bezeichnen, 
ja, die Weidelsche ist so ungemein schwach, dafs sie selbst mit Histidin 
in reiner Substanz ausgefiihrt, noch sehr undeutlich ist, wie ich schon bei 
friiherer Gelegenheit betont habe. Um wieviel weniger darf man sie also 
als Gegenbeweis gegeniiber einer so tiberaus empfindlichen Reaktion, 
wie es die Diazopriifung ist, verwenden! Auch die Knoopsche Farbung 
mit Brom') hat bei einer 1:1000 iiberschreitenden Verdiinnung nach 
eigener Angabe ihres Entdeckers ihre Grenze, wahrend durch Diazonium- 
l6sungen Histidin bei einer 20—50mal gréferen Verdiinnung noch scharf 
sich zu erkennen gibt. Dazu ist der Farbenton der Reaktion von Knoop 
ein so unklarer und verdnderlicher, daf§ ich mich nicht unterfangen 
méchte, auf Grund derselben allein die An- oder Abwesenheit von Histidin 
in Rohprodukten zu behaupten. Es scheint mir also auch der negative 
Schluf, den Aldrich aus seinen Priifungen gezogen hat, dafi Histidin 
die Farbenreaktion des Pitruitins nicht verursache, ebenso unsicher wie 
der positive, daf’ es sich um eine histidin-ahnliche Substanz handle. 
Damit sind seine Schluffolgerungen tiber den Wert oder Unwert der 
Diazoreaktion fiir den Nachweis des Histidins eo ipso hinfallig. 

Eine Farbenreaktion kann eben nie tiber die Bedeutung eines 
Indiziums oder eines Hilfsmittels hinausgehen; zum sicheren Nachweis, 
ob eine Verbindung vorliege, bedarf es immer wieder der Isolierung. 
Erst dann kann man auch den Grund einer vorher beobachteten Reaktion 
richtig verstehen. 

‘) Die tibrigens auch durch Jod in Gegenwart von Basen, wie ver- 
diinntem Ammoniak, Soda usw. auftritt. 


Wiirzburg, im Juni 1915. 
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